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(57) Abstract 



The invention concerns liposomes which can be obtained by mixing double-layer-forming lipids, containing, at least in 
part, unsaturated fatty-acid chains, with an aqueous solution of gallic acid and/or at least one derivative of gallic acid and sup- 
plying mechanical energy. Before mixing, the lipids may be present either as such or dissolved in a water-miscible solvent. The 
invention also concerns a method of preparing such liposomes and their use in the preparation of drugs. 



(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Liposomen, die durch Mischen von Doppelschicht-bildenden Lipiden, die mindestens 
einen Anteil von ungesattigten Fettsaureketten enthalten, mit einer waRrigen Losung von Gallensaure und/oder mindestens ei- 
nem ihrer Derivate und Zufuhren mechanischer Energie erhaltlich sind, wobei die Lipide vor dem Mischen entweder als solche 
vorliegen oder in einem mit Wasser mischbaren Losungsmittel gelost sind. Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zum 
Herstellen dieser Liposomen sowie ihre Verwendung zur Herstellung eines Arzneimitteis. 
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Liposomen, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung 
zur Herstellung eines Arzneimittels 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf Liposomen, ein Ver- 
fahren zum Herstellen von Liposomen und auf die Verwendung der 
Liposomen zur Herstellung eines Arzneimittels. 

Liposomen sind kugelf ormige, von mindestens einer vollig ge- 
schlossenen Lipid-Doppelschicht umgebene, wafcrige Komparti- 
mente, die einen Durchmesser von 2 0 nm bis zu mehreren 1000 nm 
haben konnen. Wegen ihrer dem Aufbau einer Zellmembran ver- 
gleichbaren Membranstruktur dienen sie haufig als Modellsystem 
fiir die Untersuchung von Membraneigenschaf ten in vitro . In den 
letzten Jahren haben sie zunehmend Bedeutung als Vehikel fiir 
den Transport pharmazeutischer und kosmetischer Wirkstoffe ge- 
wonnen, da sie aufgrund ihrer Struktur hydrophile Wirkstoffe 
in das waBrige Kompartiment einschlieBen oder hydrophobe Wirk- 
stoffe in die Liposomenmembran integrieren konnen. 

Verfahren zum Herstellen von Liposomen sind im Stand der 
Technik bereits bekannt. Ebenfalls bekannt sind Verfahren zum 
Herstellen liposomaler Arzneimittel . So ist in der EP-A-56781 
ein Verfahren zur Herstellung liposomaler Arzneimittel be- 
schrieben, demzufolge aus Lipid und einem Tensid gebildete, in 
waBriger Phase vorliegender Assoziate durch Entzug des Tensids 
in Liposomen iiberfiihrt werden. Die Zugabe von Arzneistof f en 
oder pharmazeutischen Wirkstoffen vor Entzug des Tensids fiihrt 
zu Aufnahme dieser Wirkstoffe in die Liposomen. Das molare 
Verhaltnis von Lipid-Doppelschichtbildner und Tensid wird mit 
0,1 bis 2 angegeben. 

EP-A-220797 beschreibt die Herstellung von Liposomen aus 
Phospholipid und hydrophilen, nicht-ionischen Tensiden. Bei 
Anwesenheit von Wirkstoffen wahrend der Liposombildung werden 
diese in die Liposomen aufgenommen. 
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EP-A-130577 beschreibt die Herstellung von Liposomen durch 
Mischen von Lipid und einem wasserloslichen, nicht-f liichtigen 
Losungsmittel und Dispergieren der Losung in Wasser. Ein 
pharmazeutischer Wirkstoff kann durch Mischen des organischen 
Losungsmittels , das die Membranbestandteile enthalt, mit einem 
die Wirkstoffe enthaltenden waftrigen Medium in die Liposomen 
eingeschlossen werden. 

Den Liposomen aus dem Stand der Technik ist gemeinsam, daB sie 
alle letztendlich als Trager fur pharmazeutische Wirkstoffe, 
die entweder in das waBrige Kompartiment des Liposoms einge- 
schlossen Oder in die Membran integriert werden, konzipiert 
sind. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es nunmehr, neuartige 
Liposomen zur Verfiigung zu stellen. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaB durch Liposomen geldst, die 
durch a) Mischen von Doppelschicht-bildenden Lipiden, die 
mindestens einen Anteil von ungesattigten Fettsaureketten ent- 
halten, mit einer waBrigen Losung von Gallensaure und/oder 
mindestens einem ihrer Derivate, wobei die Lipide vor dem 
Mischen entweder als solche vorliegen Oder in einem mit Wasser 
mischbaren Losungsmittel gelost sind, und b) Zufiihren mechani- 
scher Energie erhaltlich sind. 

Uberraschenderweise hat sich erwiesen, daB die erfindungs- 
gemaBen Liposomen, auch wenn sie keinen pharmazeutischen oder 
kosmetischen Wirkstoff enthalten, zur Prophylaxe und Therapie 
einer Vielzahl von Erkrankungen geeignet sind. Diese voll- 
kommen unerwarteten Eigenschaf ten der Liposomen, die im fol- 
genden noch naher erlautert werden, sind auf die neue Zusam- 
mensetzung der erf indungsgemaBen Liposomen, d.h. ihren Aufbau 
aus Doppelschicht-bildenden Lipiden mit mindestens einem An- 
teil von ungesattigten Fettsaureketten in Verbindung mit 
Gallensaure und/oder Gallensaurederivaten zurtickzuf iihren . 
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Erf indungsgemaB ist es bevorzugt, daB es sich bei den Lipiden 
und/oder den Gallensaurederivaten um physiologisch vertrag- 
liche Verbindungen, bevorzugt natlirlich auftretende Verbindun- 
gen handelt. Gallensaure selbst z.B. kommt physiologisch in 
Form ihrer Konjugate mit Glycin oder Taurin als Gallenbestand- 
teil vor, und ist auch im Blut in einer Konzentration von 1 
bis 2 mg pro 100 ml enthalten. 

Der Begriff "Lipid" , so wie er hier verwendet wird, soil neben 
klassischen Lipiden mit mindestens einem Anteil von unge- 
sattigten Fettsaureketten Lipoide, d.h. , lipidahnliche Sub- 
stanzen umfassen, z.B. Carotinoide^ Amide (z.B. Ceramide) und 
komplexere Verbindungen, z.B. Glykolipide, beispielsweise 
Cerebroside und Ganglioside. Der Begriff umfaBt schlieBlich 
auch Phospholipide, z.B. Sphingomyeline , Lecithine, Kephaline 
und Cardiolipine. Bevorzugte Lipide sind Phospholipide, 
Sphingolipide und Glykolipide. Besonders bevorzugte Verbindun- 
gen umfassen Cerebroside und Ceramide, natiirliche Phospho- 
choline, Phosphatidsauren Oder Phosphatidylglycerine , sowie 
gegebenenf alls Lysophospholipide . Bevorzugte Lipide haben eine 
Phaseniibergangstemperatur von weniger als 37°C, besonders be- 
vorzugt von weniger als 2 5°C. 

Die erf indungsgemaBen Liposomen konnen neben den 

Doppelschicht-bildenden Lipiden auch Lipide enthalten, die 
keine Doppelschichtbildner sind. Beispiele dafur sind 
Cholesterine, Sulfatide, Phosphatidylinosite und Phosphatidyl- 
inosit phosphate. GemaB einer besonders bevorzugten Ausfiih- 
rungsform werden natiirliche Lipidpraparate fur die Herstellung 
der Liposomen verwendet. Diese enthalten in Abhangigkeit vom 
Reinheitsgrad meistens Lipide, die zur Bildung von Doppel- 
schichten unfahig sind. 

Die Lipide werden zur Herstellung der Liposomen entweder als 
solche oder in einem mit Wasser mischbaren Losungsmittel ein- 
gesetzt. Bei diesem mit Wasser mischbaren Losungsmittel han- 
delt es sich z.B. um mindestens einen Alkohol mit 1 bis 6 
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Kohlenstof f atomen . In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird 
Ethanol verwendet. 

Die Konzentration der Lipide in der Mischung mit einer waBri- 
gen Losung von Gallensaure und/oder mindestens einem ihrer 
Derivate betragt 0,625 inMol/1 bis 187,5 mMol/1, bevorzugt 37,5 
bis 150 mMol/1, und besonders bevorzugt 62,5 bis 125,0 mMol/1. 

Der Anteil der ungesattigten Fettsaureketten der fur die Her- 
stellung der erf indungsgemaBen Liposomen eingesetzten 
Doppelschicht-bildenden Lipide betragt mindestens 4 Gew.-%, 
wie z.B. bei unreinen Lecithinen, bevorzugt 40 bis 80 Gew.-%, 
bezogen auf den Gesamtlipidgehalt , wie z.B. bei reinen bis 
hochreinen Lecithinen. Bevorzugte ungesattigte Fettsaureketten 
sind Palmitolein-, 6l-, Linol-, Linolen- und Arachidonsaure. 

Die Konzentration der Gallensaure und/oder ihrer Derivate 
hangt von der Konzentration des Lipide ab. Bevorzugt betragt 
das molare Verhaltnis von Lipid zu Gallensaure und/oder 
Gallensaurederivat (L:G) 2 bis 20, bevorzugt 2,7 bis 6,7, und 
besonders bevorzugt 3,1 bis 5,5. 

Erf indungsgemaB kann jedes Gallensaurederivat verwendet 
werden. Bevorzugte Gallensaurederivate sind Natriumcholat , 
Natr iumdesoxycholat , Natriumglykocholat , Natr iumtaurocholat , 
Natr iumtaurodesoxycholat , Natr iumursocholat und Natriumchen- 
oxycholat. Die zugefiigte Gallensaure und/oder deren Derivate 
fiihrt bzw. fiihren zu einer Herabsetzung der Oberflachen- 
spannung der Liposomen und damit zu einer erhohten Fusogeni- 
tat, die ein Verschmelzen der Liposomen mit Korperzellen er- 
leichtert. Es wird ferner angenommen, daS aufgrund einer 
Wechselwirkung zwischen Oberf lachenspannung und Membranpoten- 
tial nach Fusion von Liposomen mit Zellen eine vermutlich 
geringfiigige und zeitlich mehr Oder weniger begrenzte Membran- 
potentialanderung eintritt. So beschreiben z.B. Olson et al. 
(10) , daB es wenige Minuten nach einer Behandlung von Ratten- 
leberzellen mit Taurocholat zu einer schwachen Depolarisation 
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des Transmembranpotentials kommt. Weiter konnte es moglich 
sein, daB die auf ihre raumliche Anordnung angewiesenen 
Membrankomponenten durch Gallensaure bzw. deren Derivate 
gewisse raumliche Anderungen erfahren, die sich in einer ver- 
anderten Durchlassigkeit der Membran oder einer veranderten 
Produktionsrate fur "second messenger" auBern. Das im Liposom 
enthaltende Tensid darf jedoch weder zu einer Destabilisierung 
der Liposomenmembran noch - nach Fusion - der Zellmembran 
flihren. Von alien getesteten Tensiden erfullen Gallensaure und 
ihre Derivate diese Forderungen am besten. Zudem wurde be- 
obachtet, daB die so hergestellten Liposomen iiber lange Zeit- 
raume hinweg besonders stabil war en. 

Die erf indungsgemaBen Liposomen brauchen, urn fiir die unten be- 
schriebenen prophylaktischen und therapeutischen Verwendungen 
geeignet zu sein, auSer den bereits erwahnten Liposomenbe- 
standteilen keinerlei pharmazeutisch oder kosmetisch aktiven 
Wirkstoff zu enthalten. Sie werden in der folgenden Beschrei- 
bung daher auch als "physiologische Liposomen" bezeichnet. Er- 
f indungsgemaB ist es jedoch ebenfalls moglich, daB sie einen 
oder mehrere physiologisch vertragliche Zusatze aus der Pro- 
vitamine, Vitamine, Mineralstof f e , Ole, Antibiotika, Kohlen- 
hydrate, Proteine, Oligopeptide, Aminosauren und Reduktions- 
mittel umfassenden Gruppe enthalten. Diese Zusatze sowie alle 
weiteren in der Beschreibung erwahnten Zusatze konnen der die 
Liposomenbestandteile enthaltenden Mischung entweder zusammen 
mit dem Lipid oder dem Tensid zugefiigt oder aber separat zuge- 
setzt werden. 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form enthalten die erfindungs- 
gemaBen Liposomen mindestens ein Provitamin, z.B. /?-Carotin 
oder Ergosterin, und/oder Vitamin oder Derivate davon, bevor- 
zugt aus der die Vitamine A, B, C, D und E umfassenden Gruppe. 
Die genannten Provitamine bzw. Vitamine werden dabei bevorzugt 
in den folgenden Konzentrationen verwendet: /3-Carotin: 0,01 
bis 0,15 Gew.-%, Ergosterin: 0,001 bis 0,1 Gew.-%, Vitamin A: 
0,05 bis 1 Gew.-%, besonders bevorzugt 0,1 bis 0,3 Gew.-%, 
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Vitamine Bl, B2 , B6 und Nikotinaiuid : 0,05 bis 0,5 Gew.-%, 
besonders bevorzugt 0,1 bis 0,3 Gew.-%, Vitamin B12: 0,0001 
bis 0,001 Gew.-%, Folsaure und Biotin: 0,0005 bis 0,002 
Gew.-%, Pantothenat: 0,5 bis 2,5 Gew.-%, besonders bevorzugt 
0,1 bis 0,3 Gew.-%, Vitamin C: 0,1 bis 3 0 Gew.-%, besonders 
bevorzugt 4 bis 12 Gew.-%, Vitamin D: 0,01 bis 0,5 Gew.-I und 
Vitamin E: 0,01 bis 0,2 Gew.-%, besonders bevorzugt 0,2 bis 1 
Gew. -% . 

In dem Fall, in dem die Liposomen einen Mineralstoff enthal- 
ten, umfaBt dieser bevorzugt mindestens eines der Elemente Li, 
Na, K, Mg, Ca Oder Fe, bevorzugt in der Salzform als Fluorid, 
Chlorid, Sulfit, Sulfat Oder Phosphat. Die Konzentration der 
Mineralstoff e betragt dabei bevorzugt 0,01 Gew.-% bis 4 
Gew.-%, besonders bevorzugt 0,1 bis 1 Gew.-I. 

Die erf indungsgemaBen Liposomen konnen in einer weiteren Aus- 
fiihrungsform ein oder mehrere Ole enthalten. Bevorzugt enthal- 
ten sie mindestens ein pharmazeutisches 01 pflanzlichen oder 
tierischen Ursprungs; besonders bevorzugte Ole werden dabei 
aus der Jojobaol, Borretschol, Nachtkerzenol , Kaminol, Tee- 
baumol oder Fischol umfassenden Gruppe ausgewahlt. Die Kon- 
zentration der Ole betragt bevorzugt 0,01 Gew.-% bis 4 Gew.-%, 
besonders bevorzugt 0,1 Gew.-% bis 2 Gew.-%. 

Bevorzugte Kohlenhydrate sind Ribose, Arabinose, Glucose, 
Mannose, Galaktose, Fructose, Sorbose, Saccharose, Lactose, 
Maltose und gegebenenf alls auch Mucopolysaccharide, Diese 
Kohlenhydrate konnen z.B. in einer Konzentration von 0,05 bis 
2 Gew.-% verwendet werden* 

Bevorzugte Aminosauren sind essentielle Aminosauren, also Iso- 
leucin, Leucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin , Threonin, 
Tryptophan und Valin, auBerdem Arginin, Histidin, Cystein und 
Tyrosin. Diese Aminosauren sowie auch Zitronen- und/oder 
Brenztraubensaure werden bevorzugt in einer Konzentration von 
0,001 bis 0,2 Gew.-% verwendet. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird den erfin- 
dungsgemaSen Liposomen mindestens ein Antioxidans, bevorzugt 
mindestens ein physiologisch vertragliches Antioxidans zuge- 
fiigt. Bei den Antioxidantien handelt es sich bevorzugt um BHA, 
BHT, Octyl- und Dodecylgallat , S0 2 , z.B. in Form von Natrium- 
sulfiten Oder Natriumthiosulf it , Milch-, Zitronen-, Weinsaure 
und/oder deren Salze, Vitamin C, Vitamin E und Harnsaure und 
deren Salze. Besonders bevorzugte physiologisch vertragliche 
Antioxidantien sind a-Tocopherol , Bilirubin, Vitamin C, Vita- 
min E, Harnsaure und deren Salze und/oder Derivate davon. 
Harnsaure und ihre Salze werden bevorzugt in einer Konzentra- 
tion von 0,01 bis 1 Gew.-% zugefugt, Vitamin C in einer Kon- 
zentration von 0,01 bis 2 Gew.-I und Vitamin E in einer Kon- 
zentration von 0,01 bis 0,1 Gew.-%. 

Bei Bedarf konnen die erf indungsgemaBen Liposomen weiterhin 
einen oder mehrere ubliche Hilfs- und/oder Zusatzstof f e, vor- 
zugsweise Gelbildner , Puf f ersubstanzen, Membr anstabi 1 isator en 
und Konservierungsmittel, enthalten. 

Die Gelbildner dienen dabei dem Andicken von Formulierungen ; 
daflir konnen Andickungsmittel , wie z.B. Kollagen und/oder 
Hyaluronsaure, in einer Konzentration von bevorzugt X),0l bis 
0,2 Gew.-% zugesetzt werden, ebenso organische Hydrogelbild- 
ner, z.B. Methyl-, Hydroxyethyl- , Carboxymethylzellulose, 
Starke oder Alginat, die in einer Konzentration von 1 bis 6 
Gew.-% filmbildend oder in der bevorzugt verwendeten Konzen- 
tration von 0,01 bis 2 Gew.-%, besonders bevorzugt 0,01 bis 
0,5 Gew.-%, tief enwirksam sein konnen, wie z.B. Polyacrylate 
(Carbopol®, Hostacerin®, Rhodigel®, Hispagel®, Xanthan 
Gum etc . ) . 

Die Puf f ersubstanzen werden zugesetzt, um einen gewiinschten 
pH-Wert iiber langere Lagerperioden zu garantieren. Ihre abso- 
lute Konzentration ergibt sich daher immer aus dem gewiinschten 
pH-Wert. tiblicherweise werden z.B. Citrat-, Acetat- , Phosphat- 
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und/oder Zitronensaurepuffer verwendet oder eine der bekannten 
Puf f erlosungen fiir biologische Medien, 2.B. Trispuffer oder 
Tr i sma 1 ea tpu f f er . 

Membranstabilisierend konnen zum einen aus anderen Griinden zu- 
gesetzte Substanzen wirken, bei denen die Membranstabilisie- 
rung eine Nebenwirkung ist, wie z.B. Mineralstof f e in Salz- 
form, Puf f ersubstanzen, Antioxidantien und Gallensaure und 
ihre Derivate. Daneben kann auch Cholesterin in einer Konzen- 
tration von 0,1 bis 1 % zugesetzt werden, ebenso Glycerin, 
Glykol oder Polyethy lenglykol in einer Konzentration von 0,1 
bis 10 %, bevorzugt 1 bis 5 %. 

Als Konservierungsmittel konnen Ameisensaure in einer Konzen- 
tration von bevorzugt 0,03 bis 0,4 Gew.-%, Essigsaure (bevor- 
zugt 0,3 bis 3 Gew.-%), Propion-, Milch- und Sorbinsaure in 
einer Konzentration von bevorzugt 0,05 bis 6 Gew.-%, besonders 
bevorzugt 0,05 bis 12 Gew.-%, S0 2 (bevorzugt 0,01 bis 0,6 
Gew.-%), Salicylsaure und ihre Salze (bevorzugt 0,01 bis 0,5 
Gew.-%), PHB-Ester (bevorzugt 0,05 bis 0,6 Gew.-%), 
Imidazolidinylharnstoff derivate (bevorzugt 0,01 bis 0,6 
Gew.-%), Chlorhexidin, Nipa-Ester® oder Antibiotika zuge- 
setzt werden. 

Die erf indungsgemafcen Liposomen werden aus der Mischung der 
Doppelschicht-bildenden Lipide mit mindestens einem Anteil von 
ungesattigten Fettsaureketten und einer waBrigen Losung von 
Gallensaure und/oder mindestens einem ihrer Derivate durch Zu- 
fuhren mechanischer Energie erhalten. Dies kann z.B. durch 
Rtihren, Schiitteln, Homogenisieren oder durch andersartige Ein- 
wirkung von Scherkraf ten, z.B. durch Filtrieren, erfolgen. In 
einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird die heterogene Mischung 
aus Lipid und Gallensaure bzw. Gallensaurederivat einmal bei 
geringem Uberdruck, bevorzugt 10 5 Pa bis 6 x 10 5 Pa, mit einem 
Filter einer PorengroBe von 0,1 bis 0,8 fim, bevorzugt 0,15 bis 
0,3 fim, und besonders bevorzugt 0,15 bis 0,22 fxm, filtriert. 
Fiir sterile Liposomenpraparationen betragt die obere Grenze 
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des Porendurchmessers zweckmaJ3igerweise 0,22 jxm. Wahlweise 
kann die mechanische Energie z.B. mit einem Ruhrwerk zugefiigt 
werden. Eine Lagerung des heterogenen Gemisches ohne Storung 
des Systems durch Zufuhr mechanischer Energie fiihrt nach meh- 
reren Monaten zu einer Selbstbildung von Liposomen. 

Die erf indungsgemafien Liposomen sind zur Verwendung als 
Arzneimittel geeignet. Sie konnen dabei auf jede in der 
Medizin iibliche Weise appliziert werden, z.B. dermal, intra- 
venos, oral, subcutan, intramuskular oder intraperitoneal. Die 
erf indungsgemafc hergestellte Liposomenpraparation wird dabei 
im Verhaltnis 1:1 bis 1:1000, bevorzugt 1:1 bis 1:20, mit 
physiologisch vertraglichen Verdunnungsmittel verdiinnt. Die 
Wirkung tritt innerhalb kurzer Zeit ein und zeigt sich im Fall 
einer Therapie durch rasches Abklingen der klinischen 
Symptome, wie unten gezeigt wird. 

Erf indungsgemaS wird weiter ein Verfahren zum Herstellen von 
Liposomen zur Verfugung gestellt, bei dem die 

Doppelschicht-bildenden Lipide, die mindestens einen Anteil 
von ungesattigten Fettsaureketten enthalten, mit einer waflri- 
gen Losung von Gallensaure und/oder mindestens einem ihrer 
Derivate gemischt werden, wobei die Lipide vor dem Mischen 
entweder als solche vorliegen, oder in einem mit Wasser misch- 
baren Losungsmittel gelost sind, und der Mischung anschlieBend 
mechanische Energie zugefiihrt wird. 

Die mechanische Energie kann durch Schiitteln, Ruhren, Homo- 
genisieren oder einmaliges Filtrieren zugefiigt werden. Die 
Filtration erfolgt dabei bevorzugt bei geringem Uberdruck, 
insbesondere 10 5 Pa bis 6 x 10 5 Pa; die PorengroBe der Filter 
betragt dabei 0,1 bis 0,8 ^m, bevorzugt 0,15 bis 0,3 fxm und 
besonders bevorzugt 0,15 bis 0,22 /xm. 

Die Mischung aus den Doppelschicht-bildenden Lipiden und der 
waBrigen Losung von Gallensaure und/oder einem ihrer Derivate 
wird bei 0 bis 95°C hergestellt, bevorzugt bei 18 bis 70°C, 
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und besonders bevorzugt bei 18 bis 38°C. 

Bei der Herstellung der Mischung sollte ein pH von 4,0 bis 
10,0, bevorzugt 5,5 bis 7,5, eingehalten werden. 

Die erf indungsgemaB mittels Filtration durch Filter mit einer 
PorengroBe von 0,22 bis 0,45 hergestellten Liposomen weisen 
einen Durchmesser von ungefahr 50 bis ungefahr 2 00 nm auf , wo- 
bei der mittlere Durchmesser ungefahr 80 bis ungefahr 120 nm 
betragt. Die Durchmesser wurden mittels Elektronenmikroskopie 
und Photokorrelationspektroskopie bestimmt. 

Die erf indungsgemaBen Liposomen werden bevorzugt zur Her- 
stellung eines Arzneimittels verwendet. Uberraschenderweise 
wurde f estgestellt , daB die erf indungsgemaBen Liposomen gegen 
eine Gruppe von sehr unterschiedlichen Erkrankungen, z.B. 
Allergien, virale Infektionen, Entzlindungen und eine bestimmte 
Art von Schmerzen, wirkungsvoll sind. All diesen Erkrankungen 
ist jedoch gemeinsam, daB sie ihren Ursprung in einer bestimm- 
ten "Labilitat" , bzw. "Akzeptanz" der Plasmamembran der hier- 
von betroffenen Zellen haben. So werden bestimmte allergische 
Reaktionen durch die Destabilisierung der Mastzellmembran aus- 
gelost, Nervenimpulse durch destabilisierte Zellmembranen 
generiert, und Viren konnen nur in diejenigen Zellen- eindrin- 
gen, deren Zellmembran zum Zeitpunkt der Infektion iiber die 
notige Akzeptanz verfiigt (Einzelheiten werden in den nachfol- 
genden Abschnitten I bis V beschrieben) . 

Die erf indungsgemaBen Liposomen verfiigen liber antivirale 
(virustatische) , antiallergische, antiphlogistische , analgeti- 
sche und regenerative bzw. gewebeschiitzende Eigenschaf ten . 
Eine Grundwirkung ist dabei die Beeinf lussung der Zellmembran 
durch die Liposomen nach Interaktion (Fusion) mit Zellen, 
hierdurch wird moglicherweise zum einen die Mediatorf rei- 
setzung (Exozytose) unterdruckt und zum anderen die Fusogeni- 
tat der Zellen mit Viruspartikeln herabgesetzt . Vor allem 
Antioxidantien enthaltende Liposomen diirften fur die Neutrali- 
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sation hochreaktiver Sauerstof f radikale im extra- und intra- 
zellularen Raum verantwortlich sein. Bei Nozirezeptoren tritt 
moglicherweise nach der Fusion eine Erhohung der Reizschwelle 
bzw. Erniedrigung der Aktionspotentials auf und/oder eine 
Beeinf lussung von Rezeptoren (z.B. der Opioidrezeptoren) bzw. 
entsprechend von assoziierten Membranproteinen. Falls die 
erf indungsgemaBen Liposomen eine Wirkung auf Membranproteine 
ausxiben, welche die intrazellulare Menge an "second messen- 
ger", wie beispielsweise cAMP, beeinf lussen, so konnen auch 
bestimmte Peptid- und Proteohormon-korrelierte Erkrankungen 
(z.B. Diabetes) oder Wachstumsf aktoren-abhangige Zellentartun- 
gen (z.B. Tumorentstehung und -wachstum) therapiert werden. 

Die erf indungsgemafcen Liposomen sind in der Lage, in das 
Korpergewebe einzudringen , z.B. in die Haut. Sie interagieren 
dort - vermutlich durch Fusion - mit Zellen und andern weniger 
chemisch als vielmehr physikalisch die Plasmamembran , da die 
Liposomenmembran aus Komponenten besteht, die auch in der 
Plasmamembran vorkommen. Hinweise dafiir ergeben sich aus dem 
unter "Antiviraler Behandlung" (nachf olgender Abschnitt I) 
beschriebenen Experiment, wonach eine Vorinkubation der Ziel- 
zellen (Vero) mit den Liposomen die Akzeptanz dieser Zellen 
fur eine nachfolgende Herpesvirus-Inf ektion deutlich (auf 
weniger als ein Drittel) herabsetzt. Eventuell wird nach 
Fusion von Liposomen mit Zellen auch die Fahigkeit einer Zelle 
zur Exozytose von Vesikeln und damit zur Freisetzung von 
Mediatoren herabgesetzt . Erst nach einer gewissen Zeit, wenn 
die durch die Liposomenf usion in die Zellmembran eingebrachten 
Stoffe (Lipide und Gallensaure und/oder deren Derivate) wieder 
durch physiologische Vorgange herausgelost wurden, erhalt die 
Zelle ihre Fahigkeit zur urspriinglichen Exo- und Endozytose 
zuriick . 

Diese physikalischen Auswirkungen auf die Zellmembran konnen 
auch therapeutische Ansatze auf pathologisch veranderte 
Korperzellen liefern, bei denen Veranderungen der Zellober- 
flache fur das krankhafte Geschehen mit verantwortlich sind. 
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So etwa sind die Fahigkeiten von Tumorzellen zur aktiven 
Lokomotion, homo- und heterotypischen Aggregation und die ver- 
schiedenen Erkennungs- und Adhaesionsmechanismen Ausdruck 
einer vom Normalzustand abweichenden Zellmembran. 

Grundsatzlich kann davon ausgegangen werden, da£ physiologi- 
sche Liposomen, gegebenenf alls einschlieBlich der genannten 
Zusatzstoffe, zur Behandlung all derjenigen Symptome herange- 
zogen werden konnen, bei denen (wie zuvor beschrieben) eine 
gewisse "Labilitat" oder "Akzeptanz" der Zellmembranen als zu- 
mindest eines der verursachenden Prinzipien der Krankheit auf- 
tritt. Da dies nicht immer of f ensichtlich ist, wurden fiinf 
Symptomkomplexe erlautert (siehe unten, Abschnitte I bis V) . 
Zudem finden sich fur einzelne Erkrankungen spezielle zusatz- 
liche Therapiemechanisxnen der Liposomen, auf die in den 
einzelnen Abschnitten naher eingegangen werden wird. 

Die erf indungsgemaBen Liposomen werden insbesondere zur 
Prophylaxe und/oder zur Therapie von Erkrankungen, die von 
Viren mit Lipidhiille, insbesondere Viren aus der die Familien 
Herpesviridae, Orthomyxoviridae , Retrovir idae und Hepadna- 
viridae umfasssenden Gruppe hervorgeruf en werden. 

Eine weitere bevorzugte Verwendung ist die zur Prophylaxe 
und/oder Therapie von Erkrankungen, die von Viren ohne Lipid- 
hulle, insbesondere Viren aus der die Familien Adenoviridae , 
Papovaviridae und Picornaviridae umfassenden Gruppe, hervor- 
geruf en werden. 

Die erf indungsgemaBen Liposomen eignen sich ferner zur 
Therapie von durch Mycoplasmataceae, Chlamydiaceae und 
Rickettsiaceae hervorgeruf enen Erkrankungen. 

Ein hauptsachliches Verwendungsgebiet der erf indungsgemaBen 
Liposomen ist die Prophylaxe und/oder Therapie allergischer 
Erkrankungen, insbesondere der Haut und der Schleimhaut. Die 
erf indungsgemaBen Liposomen eignen sich dabei zur Verwendung 
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fur die Her stel lung von Medikamenten zur Prophylaxe und/oder 
Therapie von Kontakt-, Nahrungsmittel- und Arzneimittelaller- 
gien. Weitere Verwendungsmoglichkeiten bestehen in der Her- 
stellung von Arzneimitteln zur Prophylaxe und/oder Therapie 
von Allergien des atopischen Formenkreises , insbesondere bei 
Neurodermitis. Im Fall der Verwendung zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Therapie der Neurodermitis kann dem Medika- 
ment weiterhin ein Lokalanaesthetikum in den fiir Hautschutz- 
mittel zulassigen Konzentrationen zugefiigt werden. Bevorzugte 
Lokalanaesthetika sind dabei Lidocain oder Tetracain. 

Die uberragenden Eigenschaf ten der erf indungsgemaBen Liposomen 
ermoglichen weiter ihre Verwendung zur Herstellung eines Haut- 
schutzmittels, das zur Verwendung im gewerblichen Hautschutz 
geeignet ist. Eine weitere Verwendungsmoglichkeit besteht in 
der Verwendung zur Herstellung eines Mittels zur Prophylaxe 
und/oder Therapie der trockenen Haut, wobei diesem Mittel 
gegebenenf alls Harnstoff zugesetzt wird. 

Ein von den vorgenannten Verwendungsmoglichkeiten vollkommen 
unabhangiges Gebiet ist die Verwendung der erf indungsgemaBen 
Liposomen zur Herstellung eines Medikaments zur Prophylaxe 
und/oder zur Therapie von Schmerzen. Es hat sich gezeigt, daB 
die erf indungsgemaBe Verwendung insbesondere zur Prophylaxe 
und/oder Therapie des tonischen Schmerzes sowie zur Prophylaxe 
und/oder zur Therapie von schmerzhaf ten Muskelverspannungen , 
Operationsnarben und Phantomschmerzen geeignet ist. 

Eine weitere bevorzugte Ausf iihrungsf orm sieht die Verwendung 
der erf indungsgemaBen Liposomen zur Herstellung eines Arznei- 
mittels zur Therapie des Weichteilrheumatismus vor. 

Es hat sich auBerdem gezeigt, daB ein die erf indungsgemaBen 
Liposomen enthaltendes Arzneimittel zur Behandlung der Zahn- 
halsempf indlichkeit gut geeignet ist. Eine weitere Verwen- 
dungsmoglichkeit ist die Verwendung der erf indungsgemaBen 
Liposomen zur Prophylaxe und/oder Therapie allergisch und/oder 
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viral bedingter Entziindungen des Auges. Am Auge konnen die 
erf indungsgemaBen Liposomen weiterhin zur Prophylaxe und/oder 
Therapie der Symptomatik des trockenen Auges verwendet werden. 

Ganz allgemein eignen sich die erf indungsgemaBen Liposomen 
weiter zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prophylaxe 
und/oder Therapie entziindlicher Erkrankungen . 

GemaB einer weiteren Ausf iihrungsf orm der vorliegenden Erfin- 
dung werden die erf indungsgemaBen Liposomen zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Prophylaxe und/oder Therapie von 
Schadigungen verwendet, die durch naturliches oder syntheti- 
sches UV-Licht, durch Strahlung aus radioaktivem Zerfall, 
durch Rontgenstrahlung oder Hitze verursacht werden, 

Es hat sich ferner gezeigt, daB die erf IndungsgemaBen Liposo- 
men zur Therapie der rheumatoiden Arthritis geeignet sind. 

Erf indungsgemaB konnen die Liposomen weiter zur Herstellung 
von Arzneimitteln zur Prophylaxe und/oder Therapie alters- 
bedingter Beschwerden sowie als Radikalf anger und/oder zur 
Soforthilfe bei verschiedenen Schockzustanden verwendet 
werden . 

Wie oben ausfiihrlich erlautert, beeinflussen die erfindungs- 
gemaBen Liposomen das Membranpotential von mit ihnen fusionie- 
renden Zellen. Daher sind die erf indungsgemaBen Liposomen zur 
Behandlung von Erkrankungen, die ganz oder teilweise durch vom 
Normalzustand abweichenden Membranpotentiale der betreffenden 
Zellen verursacht werden, auBerst gut geeignet. 

Durch die Fusion der erf indungsgemaBen Liposomen werden nicht 
nur ihre Membranbestandteile, sondern auch das waBrige 
Kompartiment in die Zelle eingebracht. Die Liposomen eignen 
sich daher auch zur Herstellung von Arzneimitteln zur 
Prophylaxe oder Therapie von Erkrankungen, die ganz oder teil- 
weise durch einen vom Normalzustand abweichenden Flussigkeits- 
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verlust der betroffenen Zellen verursacht werden. 

Ebenfalls bereits erwahnt wurde, daB die Oberf lachenspannung 
von Zellen, die mit den erf indungsgemaBen Liposomen fusionie- 
ren, verandert wird. Die erf indungsgemaBen Liposomen eignen 
sich daher ebenfalls zur Herstellung von Arzneimitteln, die 
der Prophylaxe und/oder Therapie von Erkrankungen dienen, die 
ganz oder teilweise durch eine im Verhaltnis zum Norma lzustand 
erhohte Oberf lachenspannung der betreffenden Zellmembranen 
verursacht werden. 

Eine weitere Verwendungsmoglichkeit der erf indungsgemaBen 
Liposomen besteht in der Herstellung von Arzneimitteln zur 
Prophylaxe und/oder Therapie von Erkrankungen, die durch 
Schadigungen aufgrund oxidativer Prozesse an zellularen 
und/oder extrazellularen Strukturen hervorgeruf en werden. 

Wie oben bereits mehrfach erwahnt worden ist, konnen die durch 
Fusion mit den erf indungsgemaBen Liposomen veranderten 
Membraneigenschaften EinfluB auf die Konzentration der 
zellularen "second messenger" haben. Die erf indungsgemaBen 
Liposomen eignen sich daher auch zur Prophylaxe und/oder 
Therapie von Erkrankungen, die ganz oder teilweise durch vom 
Normalzustand abweichende intrazellulare Konzentration eines 
oder mehrerer "second messenger" verursacht werden. 

Beansprucht wird schlieBlich ein Arzneimittel , das die erfin- 
dungsgemaBen Liposomen enthalt. 

In den nachf olgenden Abschnitten I bis V werden verschiedene 
Moglichkeiten der Verwendung der erf indungsgemaBen Liposomen 
beschrieben. In den Fallen, in denen Hypothesen aufgestellt 
werden konnen, warum die erf indungsgemaBen Liposomen derart 
vielfaltige und unerwartete Wirkungen haben, werden mogliche 
Erklarungen diskut iert . 
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I. Verwendung der erf indungsgemaften physiologischen Liposomen 
zur Prophylaxe und Therapie viraler Infektionen 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf die prophylaktische 
und therapeutische Anwendung der erf indungsgemaften Liposomen 
zur Behandlung viraler Infektionen in vivo und in vitro. Die 
erf indungsgemafcen Liposomen sind gegen vollig unterschiedliche 
Virusarten wirksam. In den getesteten effektiven Konzentratio- 
nen konnten keinerlei negative Einflusse der Liposomen auf 
Zellen bzw. Organismen festgestellt werden. 

Die Wirkungsprinzipien aller bisherigen antiviralen Wirkstoffe 
(auBer aktiver und passiver Immunisierung, sowie Unterstiitzung 
der Immunabwehr durch korpereigene Substanzen, wie 

Interleukine und Interferone, sowie Amantadin und Rimantadin, 
deren Wirkungsweise man noch nicht genau kennt) beruht auf 
einer Inhibition virusspezif ischer Enzyme (Polymerasen) , z.B. 
der Inhibtion der viralen DNA- bzw. RNA-Synthese durch 
Nukleosidanaloga (9) . Da virale Enzyme in Art und Wirkung 
korpereigenen Enzymen ahneln, sind alle Enzyminhibitoren ab 
einer gewissen Dosis auch fur Zellen bzw. den Wirtsorganismus 
toxisch. Dies gilt auch fur eine Therapie mit Nukleosid- 
analoga. Hier wird nicht nur die schnelle Replikation der DNA- 
bzw. RNA-Strange der Viren inhibiert, sondern auch die korper- 
eigener Erbsubstanzmolekule, die sich wahrend der Therapie 
replizieren. Hier treten bei systemischer Applikation die 
ersten Schadigungen vor allem im Knochenmark, Darmepithel und 
in den Haarwurzelzellen auf. Besonders kritisch mussen hier 
die zu erwartenden Langzeitschaden in Form mutagener Verande- 
rungen gesehen werden. Die Therapie ist demnach als eine Grat- 
wanderung zwischen moglichst effektiver, antiviraler Wirkung 
und moglichst geringer Intoxikation des Betroffenen zu werten. 
Letztendlich gab es bis zur vorliegenden Erfindung keine anti- 
virale Substanz , die ohne groBere toxische Nebenwirkungen fur 
den Betroffenen bleibt. Anders als bei der Antibiotikabehand- 
lung bakterieller Infektionen werden virale Infektionen bei 
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Mensch und Tier praktisch ausschlieftlich durch das korper- 
eigene Immunsystem bekampft, dessen Ausfall bei Immundef izienz 
die Hilf losigkeit gegenwartiger Therapien vor Augen fuhrt 
(z.B. AIDS) . 

Uberraschenderweise hat sich gezeigt, daft erf indungsgemafte 
physiologische Liposomen (d. h. Liposomen ohne eigentliches 
antivirales Therapeutikum) die Ausbreitung von Viren verhin- 
dern konnen. Der Effekt konnte vielleicht auf eine kompetetive 
Inhibition der Bindung von Viren an die Membran durch physio- 
logische Liposomen zuruckgef uhrt werden. Die moglicherweise 
durch Rezeptoren bedingte hohere Affinitat der Viren zu ihren 
Wirtszellen kann bei der "Liposomentherapie" durch die weitaus 
groBere Zahl liposomaler Reaktionspartner kompensiert werden. 
Die in der vorliegenden Erfindung getestete hochste Liposomen- 
konzentration betragt durchschnittlich 4,4 x 10 14 Liposomen 
pro ml. Demgegeniiber steht als hochste Herpes 
simplex-Konzentration in vitro 10 8 Viren bzw. PFU (plaque 
forming units) pro ml. Welche Viruskonzentrationen in vivo, z. 
B. in einer virusbedingten Gewebelasion, vorliegen, ist nicht 
bekannt. Es wird jedoch davon ausgegangen, daft wesentlich 
weniger infektiose Herpesviren pro ml Gewebef liissigkeit auf- 
treten. Die Affinitat der Viren zur Wirtszelle miiftte daher urn 
viele Zehnerpotenzen grofter sein als gegenliber den gleich- 
zeitig angebotenen Liposomen, falls die Viren durch die 
Liposomen nur "behindert" und nicht zerstort werden (letzteres 
trifft moglicherweise fur einen Teil der Viruspopulation zu, 
siehe nachfolgende Ergebnisse) . Die anschlieftend beschriebenen 
Resultate zeigen, daft die enorm hohe Zahl applizierbarer 
Liposomen tatsachlich einen virustatischen Effekt hervorruft, 
moglicherweise aufgrund "mechanischer" Inhibition. 

Eine vorlaufige Erklarung fur die beobachteten starken anti- 
viralen Eigenschaf ten physiologischer Liposomen konnte, wie 
folgt, lauten: Liposomen der verwendeten Art dringen in 
Organe, Gewebe und Korperf liissigkeiten ein, fusionieren dort 
mit Viren bzw. Zellen und/oder "besetzen" interzellulare 
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"Freiraume" . Die Wirkungen, die sie entfalten, sind vermutlich 
vielgestaltig und konnten sich aus einer oder mehreren der 
nachf olgenden Ursachen ergeben, moglicherweise mit unter- 
schiedlicher Gewichtung je nach Gewebe- bzw. Zelltyp und in 
Abhangigkeit vom jeweiligen Virus: 

1. Die Plasmamembran tierischer Zellen kann innerhalb einer 
bestimmten Zeit (je nach Zelltyp) nur mit einer limitier- 
ten Menge an Partikeln bzw. Vesikeln fusionieren. Die der 
Endozytose von Viren vorausgehende Bindung erfolgt iiber 
sog. "coated pits", mit bestimmten Proteinen ausgekleide- 
ten Mulden der Plasmamembran, die etwa zwei Prozent der 
Oberflache einer typischen tierischen Zelle ausmachen. 
Vielleicht "storen" die durch Zellmembran-Liposomen-Fusion 
eingebrachten Tenside die raumliche Struktur derjenigen 
Zellmembranbestandteile, welche die "coated pits" bilden, 
und verhindern so zumindest fur einige Zeit die Anlagerung 
von Viren. Hat eine Zelle bereits eine genugende Anzahl 
von Liposomen aufgenommen, so ist sie fiir einige Zeit 
"inert" gegeniiber dem Eindringen von Viren. 

2. Der Einbau liposomaler Bestandteile (z. B. Phospholipid 
und/ oder Cholat) in die Plasmamembran konnte zu gering- 
fugigen Membranveranderungen (z. B. Membranpotential , 
siehe Abschnitt III) fiihren, die eine virale Exozytose 
erschweren oder auch die exozytierte virale Hlillstruktur 
destabilisieren . 

3. Die Durchmesser der verwendeten Liposomen liegen im 
GroBenbereich der meisten Viren, namlich zwischen 2 0 und 
300 nm. Liposomen gleichen - teilweise auch in ihren 
physikochemischen Oberf lacheneigenschaf ten - demzuf olge 
vielen Viren. Man konnte Liposomen auch als eine Art 
"Pseudovirus" in dem Sinne bezeichnen, da£ sie aufgrund 
ihrer GroBe und physiko-chemischen Eigenschaf ten uber 
einen ahnlichen Ausbreitungsmodus verfiigen, wie ihn viele 
echte Viren verwenden. Liposomen, die leicht in sehr 
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groBen Zahlen beispielsweise in Hautgewebe eindringen, 
tauschen dort das Vorhandensein von Viren vor, behindern 
moglicherweise auch virale Bindungsstellen und erlauben 
den echten Viren dadurch keine weitere Verbreitung . Die 
durch derartige liposomale "Pseudoviren" hervorgeruf ene 
antivirale Wirkung wiirde sich demzufolge durch eine ein- 
fache mechanische Inhibierung bzw. Verdrangungsreaktion 
manif estieren. 

4. Durch die Wechselwirkung von Liposomen vor allem mit zwei- 
wertigen Ionen verandern diese die physikalischen Bedin- 
gungen im interzellularen Raum. Moglicherweise kommt es 
dabei zu einer Verschiebung des Ionengleichgewichtes der- 
art, da/3 Viren in ihrer Verbreitung gehindert werden. Dies 
konnte besonders fur die von einigen Viren benotigten er- 
hohten Calciumwerte zutreffen. 

5. Eine groBere antivirale Wirkung ergibt sich ferner durch 
Zugabe reduzierender Substanzen, wie z. B. Ascorbinsaure 
und/oder Sulfit als Einzelsubstanz oder im Gemisch. 
Vielleicht fiihrt die liposomale Einbringung derartiger 
Substanzen in das Gewebe dazu, daB durch Virusvermehrung 
freigesetzte oxidierende Noxen (Radikale aus lysierten 
Zellen) rechtzeitig abgefangen und so gesunde Nachbar- 
zellen weniger geschadigt werden. Ferner konnten Liposo- 
men, deren Bestandteile durch entsprechende Zusatze in 
reduzierter Form gehalten werden, allgemein bessere 
physiologische Eigenschaf ten auf weisen . 

6. Einige Virusf amilien, wie z. B. die Herpesviridae und die 
Rhinoviridae, zeichnen sich durch eine Labilitat gegenuber 
pH-Werten zwischen 5 und 6 aus. Die verstarkte antivirale 
Wirkung Ascorbinsaure-enthaltender bzw. anderer "saurer" 
Liposomen konnte hieraus erklart werden. 

7. Liposomen konnen mit Viren interagieren, moglicherweise 
fusionieren und letztendlich Viren neutralisieren . Hierfiir 
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ist - den Resultaten aus Beispiel 1 folgend - eine gewisse 
Liposomenzahl notig, um Viren zu dieser Interaktion zu 
zwingen. Die effektive Dichte ergibt sich hauptsachlich 
aus der GroBe der Viren und der Liposomen. Die Neutrali- 
sierung selbst konnte bei umhiillten Viren einfach durch 
Uberschreiten einer fur das jeweilige Virus wichtigen 
GrenzgroBe (jedes Virus hat eine bestimmte MaximalgroBe) 
bzw. bei nackten Viren durch Umhiillung mit der Liposomen- 
membran erfolgen. Vermutlich werden die Viren jedoch durch 
die nach Fusion mit den Liposomen ubertragenen Tenside 
destabilisiert . 

8 . Liposomen bringen in durch Viren hervorgeruf ene Gewebe- 
lasionen verwertbares Membranmaterial (Lecithin) ein, was 
die Regeneration zerstorter Areale beschleunigen konnte. 

Aus bisherigen Untersuchungen an Probanden resultiert eine 
eindeutige antivirale Wirkung erf indungsgemaBer Liposomen 
gegen Vertreter der Alphaherpesviren , wie Herpes simplex und 
Varizella zoster, und Betaherpesviren, wie Cytomegalievirus . 
Die viralen Efflorenzen bei Herpes simplex gehen innerhalb 
eines Tages deutlich zuruck. Die bei manchen Patienten be- 
obachtbaren Schmerzen wahrend einer akuten Phase der -Infektion 
werden durch die Liposomen stark reduziert bzw. verschwinden 
ganzlich. In einem Fall erwiesen sich Liposomen als wirksam 
gegeniiber einer Aciclovir-resistenten Herpes simplex-Inf ektion 
(Heilversuchsstudie am Rambla Hospital, Barcelona) . Im Tier- 
versuch konnte eine therapeutische Wirkung bei der Behandlung 
der infektiosen bovinen Rhinotracheitis erzielt werden, einer 
durch das bovine Herpesvirus (Typ 1) hervorgeruf enen Erkran- 
kung bei Rindern. 

In vitro-Versuche mit Herpes simplex Typ 1 (HS 1/5886) an 
Af f ennierenzellen (Vero-Zellen) zeigen je nach Bedingung eine 
iiber 99 %ige Reduktion der PFU (plaque forming units) nach 
einmaliger Applikation physiologischer Liposomen. Aufgrund der 



WO 94/01089 



21 



PCT/EP93/01545 



Resultate aus verschiedenen Testansatzen zeigt sich, da£ 
Liposomen mit Viren interagieren und diese unschadlich machen; 
ihre Wirkung wird durch Membranveranderungen der Wirtszellen 
zusatzlich verstarkt. Demzufolge bzw. zumindest in diesem 
Testsystem diirfte die antivirale Wirkung physiologischer Lipo- 
somen hauptsachlich auf Effekten beruhen, wie sie zuvor unter 
1. und 7. als mogliche Erklarung beschrieben wurden. Diese 
SchluBf olgerung gilt nicht zwingend fiir die Anwendung in vivo, 
d. h, fiir das Gewebe oder den ganzen Organismus. In 
vitro-Tests mit HIV-1 (Retroviridae) und Inf luenzaviren 
(Orthomyxoviridae) lassen ebenfalls eine eindeutige Virus- 
reduktion nach Zugabe von Liposomen erkennen. 

Sollten die antiviralen Eigenschaf ten physiologischer Lipo- 
somen zumindest teilweise auf ihrer Ahnlichkeit mit den Hiill- 
strukturen beispielsweise der Alphaherpesviren und Retro- 
viridae begriindet sein, so laBt sich prognostizieren, daB die 
Vertreter f olgender Vertebraten-inf izierender Virus f ami lien 
mit physiologischen Liposomen therapierbar sind: 

Herpesviridae (Alpha-, Beta-, Gammaherpesviren) 
Togaviridae (z. B. Rotelnvirus) 
Poxviridae (z. B. Pockenvirus) 
Paramyxoviridae (z. B. Mumps-, Masernvirus) 
Orthomyxoviridae (z. B. Inf luenza-Viren) 
Coronaviridae (z. B. IBV) 
Bunyaviridae (z. B- Hantaanvirus) 
Arenaviridae (z. B. Lassa-Virus) 

Retroviridae (z. B. HTLV-1, HTLV-2 , HIV-1, HIV-2) 
Flaviviridae (z. B. Gelbf iebervirus) 
Rhabdoviridae (z. B. Tollwutvirus) 
Hepadnaviridae (z. B. Hepatitis B-Virus) 
Toroviridae (z. B. Berne Virus) 
Filoviridae (z. B. Marburg Virus) 

In einem Versuch gegen vermutlich durch Papillomaviren indu- 
zierte Warzen (Verrucae planae juveniles) konnte gezeigt 
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werden, daft diese nach taglich mehrmaliger Applikation physio- 
logischer Liposomen binnen drei Wochen verschwanden. Dieses 
Ergebnis sowie Erfolge bei Rhinovirusinf ektionen (Picorna- 
viridae) lassen jedoch auch sog. nackte Viren als mogliche 
Therapieziele erkennen : 

Adenoviridae 

Caliciviridae 

Papovaviridae 

Parvoviridae 

Picornaviridae 

Reoviridae 

Iridoviridae 

Birnaviridae 

Moglicherweise konnen auch andere intrazellulare Parasiten, 
die iiber einen ahnlichen Mechanismus wie Viren ihre Wirts- 
zellen infizieren, durch physiologische Liposomen bekampft 
werden. Zu derartigen Mikroorganismen zahlen vor allem die 
Vertreter der Rickettsiaceae, Bartonellaceae, Chlamydiaceae 
und Mycoplasmataceae. Bei systemischer Applikation von Lipo- 
somen konnten auch einige der bisher als unheilbar geltenden 
virusinduzierten Autoimmun- und Tumorerkrankungen therapierbar 
werden. 

Die unspezif ische antivirale Wirkung physiologischer Liposomen 
laBt auf das unter Beispiel 1 aufgeftihrte Wirkmodell schlieften 
und damit auf einen breiten Einsatz dieses Heilmittels gegen 
viele verschiedene Viren bei Pflanzen, Tieren und Mensch 
hof f en. 

Auch als antiviraler Zusatz in bestimmten Bakterien- und Pilz- 
kulturen, sowie in pflahzlichen und tierischen Zell- und 
Gewebekulturen sind physiologische Liposomen geeignet. 

Langzeitversuche an Freiwilligen belegen, daft auch ein Einsatz 
physiologischer Liposomen als Prophylaktikum, z. B. gegen 
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Herpes simplex Typ 1, von groBter Wirksamkeit ist. Treffen 
einer oder mehrere der eingangs erwahnten antiviralen 
Wirkungsitiechanismen physiologischer Liposomen zu, so diirften 
Resistenzen hiergegen - wie sie praktisch gegen alle gangigen 
antimikrobiellen Therapeutika im Laufe der Zeit auftreten - 
nur schwerlich von den Viren zu entwickeln sein. 

XX. Verwendung der erf indungsgemafien physiologischen Liposomen 
zur Prophylaxe und Therapie allergischer Reaktionen 

Die erf indungsgemaBen Liposomen sind desweiteren zur lokalen 
und systemischen Inhibition allergischer Reaktionen von Mensch 
und Tier geeignet. 

Wie allgemein bekannt, nehmen allergische Erkrankungen - 
zumindest in den Industriestaaten - von Jahr zu Jahr zu, wobei 
die Ursachen nicht vollig geklart sind. Besonders haufig 
treten neben Schleimhautallergien, wie z. B. "Heuschnupf en" , 
auch Hautallergien auf, hervorgeruf en durch Kontakte mit z. B. 
Hefepilzen, Bakterien, Insekten, Hausstaub, Pollen, chemischen 
Substanzen und Arzneistof f en, sowie Hilfsstoffen in kosmeti- 
schen und pharmazeutischen Formulierungen u.v.a.m.. Eine 
haufige Ursache fiir lokal begrenzte Kontaktallergien ist das 
Tragen von Schmuck. Ein GroBteil der Personen, die Schmuck 
tragen wollen, werden durch allergische Reaktionen daran ge- 
hindert. Besonders fallen in die Kategorie von "unvertrag- 
lichem" Schmuck Stticke aus relativ leicht oxidierbaren 
Metallen (alle auBer hochkaratigen Gold- und Platinlegierun- 
gen) . Relativ selten treten aber auch Allergien gegen reines 
Gold auf. Die Unvertraglichkeit , anders ausgedriickt, die 
Allergie beginnt in extremen Fallen bereits wenige Minuten 
nach Anlegen des Schmucks und aufcert sich in Jucken der ent- 
sprechenden Hautstelle bis hin zu unertraglichen Schmerzen. 
Betroffenen Personen bleibt je nach Allergiegrad oft nur die 
Wahl, auf das Tragen von Schmuck ganzlich zu verzichten oder 
aber hochkaratigen Gold- oder Platinschmuck zu verwenden. 
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Eine ebenfalls weit verbreitete allergische Reaktion der Haut 
ist nach Bestrahlung mit ultraviolettem Licht bestimmter 
Wellenlange zu beobachten. Die betroffenen Personen reagieren 
an den der Strahlung (Sonne, UV-Braunung) ausgesetzten Haut- 
partien mit Erythem, Quaddelbildung und Schmerzen. Ein breites 
Vorkommen zeigen auch Nahrungsmittelallergien, wie z. B. gegen 
Gluten. Besonders haufig treten in den letzten Jahren aller- 
gische Reaktionen auf, die dem atopischen Formenkreis zugeord- 
net werden und die durch eine Vielzahl innerer und auBerer 
Faktoren hervorgeruf en werden. Hierzu gehort vor allem die 
Neurodermitis . Zu den noch immer schwierig therapierbaren 
Krankheiten des allergischen Formenkreises zahlt der durch 
Mediatorf reisetzung erzeugte Endotoxinschock . 

Zur Behandlung solcher Allergien stehen Interna und Externa 
zur Verfiigung. In der Regel werden Hautallergien mit Hilfe von 
Externa therapiert, in schweren Fallen werden zusatzlich 
Interna verordnet. Da oftmals die Ursache einer auftretenden 
Hautallergie unbekannt ist, wird eine sichere Diagnose unge- 
mein erschwert. Das hat zur Folge, daft im Anf angsstadium mit 
sog. "harmlosen" Antiallergika therapiert wird, die oft nur zu 
einer Linderung der Beschwerden fiihren oder gar keine Wirkung 
zeigen. Der Arzt ist somit gezwungen, weiter zu therapieren 
und zu Dermatika, Antibiotika und Antimykotika (bei Sekundar- 
infektionen Allergie-geschadigter Hautpartien) zu greifen - 
also zu Arzneimitteln - , die Chloramphenicol, Rifampicin, 
Flumethason, Dexamethason , Triamincinolonacetonid oder Hydro- 
cortison enthalten, um nur einige zu nennen. Viele dieser 
"harten" Arzneimittel haben Anwendungsbeschrankungen und 
konnen ihrerseits Nebenwirkungen hervorrufen, z. B. Haut- 
atrophien, Steroidakne etc. . Von Dermatologen gefiirchtet ist 
beispielsweise der Rebound-Ef f ekt nach dem Absetzen von 
Cortison. Ferner fiihren sie oftmals zu einer Austrocknung der 
Haut und diirfen nicht mit der Bindehaut des Auges in Beriihrung 
kommen (siehe Abschnitt IV) . Ein Problem, das bei der Verab- 
reichung von externen Antiallergika auftritt, liegt in der 
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unzureichenden Aufnahme durch die Haut. Die Penetration der 
Wirkstoff e ist besonders erschwert, wenn diese wasserloslich 
sind. Ein vergleichbares Problem liegt vor, wenn der Wirkstoff 
lipophil ist und in Form einer Kristallsuspension aufgetragen 
werden mu£. Die Effektivitat externer Antiallergika gilt des- 
halb als unbef riedigend. 

Ahnliche Probleme finden sich bei der Bekampfung von Heu- 
schnupfen. Urn diese allergischen Reaktionen der Nasenschleim- 
haut nach Kontakt mit den entsprechenden Allergenen, wie z. B. 
Blutenpollen, Hausstaub, Substanzen von Tierhaaren usw. , 
therapieren zu kdnnen, bedarf es ebenfalls der Anwendung 
"harter" Pharmaka, die haufig in Form eines Aerosols appli- 
ziert werden (z. B. Hydrocortison) . Von einem prophylaktischen 
Einsatz derartiger Therapeutika ist jedoch aufgrund der zahl- 
reichen Nebeneffekte abzuraten. Ein echtes, nebenwirkungs- 
freies Prophylaktikum lag bisher nicht vor. 

Aus bereits vorhandenen Studien ist bekannt (1, 2, 3), da£ 
Liposomen innerhalb kurzer Zeit (in einigen Fallen innerhalb 
weniger Minuten) tief in die Dermis der Haut einzudringen ver- 
mogen. In Schle.imhaute dringen Liposomen binnen Sekunden ein. 
Somit kann von einer Tief enwirkung lokal auf getragener Liposo- 
mensuspensionen ausgegangen werden. 

Der inhibitorische Effekt erf indungsgemaBer physiologischer 
Liposomen (ohne Wirkstoff zusatz) auf lokale allergische Reak- 
tionen ist im Detail nicht geklart, laBt sich aber vermutlich 
auf eines oder mehrere der folgenden Erklarungsmodelle zuriick- 
fiihren: 

1. Liposomen, hergestellt aus Lipiden oder Lipoiden, z. B. 
aus Phosphatidylcholinen, dringen in Schleimhaut bzw. 
Dermis der Haut ein, fiillen die interzellularen Raume auf 
und bringen die dort vorhandenen Zellen durch Fusion mit 
den Liposomen zum "Auf quellen" . Dadurch wird das Gewebe 
moglicherweise "dichter" und verhindert so das Eindringen 
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von Allergenen und die Verbreitung von Mediatoren. 
Vielleicht wird es dadurch auch widerstandsf ahiger gegen- 
iiber mechanischer Belastung. 

2. In die Haut bzw. Schleimhaut eingedrungene und daher auch 
in den interzellularen Raumen vorhandene Liposomen nehmen 
freigesetzte Mediatoren (z. B. vasoaktive Amine) auf und 
inhibieren dadurch deren Ausbreitung bis zu den GefaB- 
endothelzellen. Dadurch kommt es beispielsweise nicht zur 
Vasodilatation mit erhohter Gef aBpermeabilitat . Auch die 
in zahlreiche Membranprozesse involvierten Calciumionen 
werden von Liposomen aufgenommen und erst nach und nach 
wieder f reigesetzt . 

3. Liposomen interagieren durch Adsorption, Fusion und/oder 
Endozytose vermutlich auch mit den basophilen Granulozyten 
und Mastzellen und verandern moglicherweise deren Membra- 
nen (Plasmamembran oder auch intrazellulare Membran- 
systeme) , so daB die Freisetzung von Mediatoren behindert 
wird. 



4. Die in die unteren Haut- bzw. Schleimhautschichten vor- 
dringenden Liposomen verdrangen in den interzellularen 
Raumen befindliche Schadsubstanzen in das Lymph- und 
GefaBsystem und/oder nehmen diese auf und beschleunigen so 
deren Metabolisierung (moglicherweise liber Phagozytose 
mittels in der Haut vorkommender Zellen, wie z.B. 
Makrophagen) . 

5. Fur den speziellen Fall der Allergien gegeniiber bestimmten 
Metallen lassen sich die Metallionen-absorbierenden Eigen- 
schaften von Liposomen als Erklarung fur die beobachteten 
antiallergischen Wirkungen heranziehen: Bei Kontakt mit 
der Haut werden aus Metallen durch chemisch-physikalische 
Prozesse Atome bzw. Ionen in minimalen Mengen heraus- 
gelost. Diese gehen meist eine Bindung mit korpereigenen 
Molekiilen ein und wirken in diesen Verbindungen oftmals 
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als Allergene (Hapten-Carrier-Komplex) , welche die ent- 
sprechenden AbstoBungsreaktionen auslosen. Befinden sich 
Liposomen an denjenigen Hautstellen, die in Kontakt mit 
dem Allergen treten, so nehmen diese die f reigesetzten 
Metallionen auf (eigene Untersuchungen) , moglicherweise 
bevor diese an einen Carrier binden konnen. Die Liposomen 
selbst werden nach und nach von Korperzellen aufgenommen 
und metabolisiert . Die Metallionen werden durch zahlreiche 
intrazellulare Detoxif iz ierungsmechanismen ( z . B . Metallo- 
thionein) komplexiert und ausgeschieden . 

6. Moglicherweise sind auch einige der Grundsubstanzen der 
Liposomen (essentielle Fettsauren, wie z.B. Linolsaure) 
bzw. deren Stof f wechselprodukte als antiallergene Substan- 
zen aktiv. 

7. Versuche an mehreren Probanden haben gezeigt, daB vor 
allem Gallensauren als Tenside zu sehr effektiven, anti- 
allergischen Liposomen fiihren. Eine Erklarung konnte sich 
aus der moglichen Wirkung von Gallensauren auf den intra- 
zellularen cAMP-Spiegel und/oder die Ausschiittung von 
Prostaglandinen ergeben sowie auf physikalische Anderungen 
der Plasmamembran in Hinsicht auf ein verandertes Membran- 
potential. Die Wirkung von Histamin auf seine Zielzellen 
erfolgt iiber Bindung an spezielle Rezeptoren (H-j^, H 2 / H 3 ) r 
die wiederum liber assoziierte G-Proteine entsprechende 
Enzyme aktivieren (5) . Die dabei gebildeten second 
messenger (cAMP, IP 3 , DAG, Ca 2+ ) aktivieren zahlreiche 
intrazellulare Enzyme. Gallensaure oder Gallensaurederi- 
vate bzw. die durch sie ausgelosten Veranderungen der 
Zellen konnten einen oder mehrere der membranstandigen 
Molekule dieses Ubertragungsweges beeinflussen bzw. deren 
Zusammenwirken storen . 

8. Die antioxidativen Eigenschaf ten vor allem Vitamin C ent- 
haltender Liposomen ermoglichen das Abfangen von Radikalen 
und nichtradikalen Noxen im inter- und extrazellularen 
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Raum. 

Die bis jetzt vorliegenden Ergebnisse lassen auf Hauptf aktoren 
fiir die Wirksamkeit physiologischer Liposomen schliefien, wie 
sie unter den Punkten 1, 3, 7 und 8 beschrieben wurden. 

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen einen Allergie-inhibie- 
renden Effekt der erf indungsgemaBen physiologischen Liposomen. 
Die hier beschriebenen Liposomen bestehen ausschlieBlich aus 
Substanzen biologischen Ursprungs, wie z. B. Phosphatidyl- 
cholin (Lecithin) , woraus ein GroBteil der Zellmembranen zu- 
mindest aller hoheren Lebewesen besteht. Die hervorragenden 
antiallergischen Wirkungen dieser Liposomen erlauben erstmalig 
eine unbedenkliche, prophylaktische Anwendung in Form eines 
Kosmetikums bzw. Naturheilmittels und/oder prophylaktische 
bzw. therapeutische Anwendung als Pharmakon. 

Die Erfindung stellt ein Mittel zur lokalen Applikation von 
Liposomen gegen Haut- und Schleimhautallergien sowie zur 
systemischen Applikation gegen Allergien des Verdauungstraktes 
und generalisierte Allergien (z. B. allergische Schock- 
zustande) zur Verfiigung. Die physiologischen Liposomen konnen 
je nach Bedarf mit beispielsweise Ascorbinsaure und anderen 
Antioxidantien bzw* Reduktionsmitteln kombiniert werden. 

Erf indungsgemaB werden die Liposomen direkt als liposomale 
Suspension eingesetzt, vorzugsweise in der rein fltissigen 
Form, gegebenenf alls als Tropfen, Aerosol oder Infusionen, als 
Zusatz zu medizinischen Badern oder auch mittels transdermaler 
therapeutischer Systeme, z. B. Pflaster, gegebenenf alls auch 
unter Zusatz von Gelbildnern oder anderen Andickungsmitteln 
oder ein- und mehrwertigen Alkoholen. 

Physiologische Liposomen eignen sich hervorragend zur Be- 
kampfung von Haut- und Schleimhautallergien. Der Begriff der 
Schleimhautallergie bezieht sich zum iiberwiegenden Teil auf 
allergische Reaktionen der Nasen-, Mund- und Augenschleimhaut , 
die durch einen Kontakt mit entsprechenden Allergenen ausge- 
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lost werden. Die dabei ablaufenden immunologischen Mechanismen 
gleichen denen der Hautallergien, die nachstehend am Beispiel 
der Ohrschmuckallergie erortert werden. Der Begriff Haut- 
allergie umfaBt Krankheitsbilder unterschiedlicher Genese, die 
jedoch alle zu einer ahnlichen, mehr Oder weniger lokal be- 
grenzten Hautreaktion (Allergie) fiihren. 

Als ein Beispiel einer derartigen lokal auftretenden allergi- 
schen Reaktion soil die sehr haufig zu beobachtende Unver- 
traglichkeit gegeniiber Ohrschmuck dienen. Hier konnen zwei 
moglicherweise kausal unzusammenhangende Allergiereaktionen 
beobachtet werden: Zum einen eine spezifisch gegen bestimmte 
Substanzen (Allergene) , wie Nickel, gerichtete Allergie, bei 
der die Patienten oftmals nur hochkaratigen Gold- oder Platin- 
schmuck symptomlos vertragen; zum anderen eine Art mechanische 
Urtikaria (Druckurtikaria) , bei der allein die mechanische 
Belastung des Ohrlappchens zu allergischen Reaktionen fiihrt. 
Je starker die mechanische Belastung durch Ohrstecker oder 
-clips ist, desto hef tiger die Reaktion, wobei kleine Creolen 
bedingt durch geringes Gewicht und niedrigen Querschnitt des 
Ohr-durchdringenden Teils noch am besten vertragen werden, 
Selbstverstandlich konnen beide Allergiereaktionen mit unter- 
schiedlicher Gewichtung auch bei ein und demselben Patienten 
auftreten. Fur den ersten Fall laBt sich als Mechanismus eine 
seit langem bekannte klassische Form der allergischen Reaktion 
angeben, bei der Antigen-spezif ische IgE-Antikorper an der 
Oberflache von in der Haut vorhandenen immunreaktiven Zellen, 
wie Mastzellen und basophilen Granulozyten , sitzen. Bei Anti- 
genkontakt mit den zellstandigen IgE-Antikorpern kommt es zu 
einer Signalgebung in das Zytoplasma dieser Zellen, was letzt- 
endlich eine Freisetzung (Degranulation) von Mediatoren aus 
den Speichervesikeln, wie z. B. Histamin, zur Folge hat. Die 
hierdurch hervorgeruf ene Vasodilatation in dem entsprechenden 
Areal fiihrt zu Schwellung, Rotung und Erhitzung des Ohr- 
lappchens. Da die Degranulation von Basophilen und Mastzellen 
bei 37°C - 38°C ihr Optimum erreicht, lauft dieser Vorgang 
durch die steigende Ohrtemperatur immer starker ab (vgl. Ab- 
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schnitt V) . Durch die parallel verlaufende, erhohte GefaB- 
permeabilitat vermehrt sich der Anteil der Gewebef lussigkeit , 
was den Druck im Ohrlappchen weiter steigert. Dort vorhandene 
Nervenzellen registrieren diese Veranderungen mit entsprechen- 
der Schmerzempf indung. Der Ubertritt von Blutplasmabestand- 
teilen in das Gewebe kann dabei so stark sein, daS bei einigen 
Patienten (auch ohne Ohrloch!) massiv Blutplasma durch die 
Hautporen des Ohrlappchens austritt. Die Symptome klingen nur 
sehr langsam ab, das Ohr bleibt oftmals liber Wochen druck- 
empfindlich. In extremen Fallen kommt es zu nekrotischen 
Prozessen, die permanente Veranderungen am Ohrlappchen zur 
Folge haben. Bei der mechanischen Urtikaria ist kein 
spezielles Antigen beteiligt, ura letztendlich die gleichen 
Symptome, wie eben geschildert, hervorzuruf en . Es kann ange- 
nommen werden, daft ein massiver Besatz hautstandiger 
Basophiler und Mastzellen und/oder in ihrer Degranulation 
relativ instabiler Basophiler und Mastzellen allein durch 
mechanische Einwirkung (Druck) ihre Mediatoren freisetzen und 
so die o. g. Reaktionen hervorrufen. Da unter normalen Bedin- 
gungen hormonelle physiologische Antagonisten , wie Catechola- 
mine, die Freisetzung von Mediatoren unterdriicken , lassen sich 
auch die zeitlichen Schwankungen in der Empf indlichkeit 
einzelner Patienten erklaren. Unter StreBbedingungen, wenn die 
natiirliche hormonelle Kontrolle der physiologischen Antagonis- 
ten gestort ist, kommt es daher haufig zu starkeren allergi- 
schen Reaktionen. 

Als Anwendungsgebiete der vorliegenden Erf indung gelten alle 
Bereiche, bei denen durch einen bevorstehenden korper lichen 
Kontakt eines Patienten eine Allergie, wie Urtikaria, ekzema- 
tose Dermatitis oder Schleimhautallergie , zu erwarten ist 
(Prophylaxe) ; z.B. : 

in der Medizin bei Verwendung von: Pflaster, Verbands- 
mittel, topische Arzneimittel , Elektroden, Sensoren, kurz- 
wellige elektromagnetische Strahlung, Wundverschliisse 
(Klammern) , Inf usionskatheder , Prothesen und eventuell 
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auch Hauttransplantationen mit z. B. Hautersatzstof fen 

- in der Zahnmedizin bei Verwendung von: Provisorien, Zahn- 
ersatz 

- im "Alltag" bei Kontakt mit: bestimmten Nahrungsmitteln, 
Pf lanzenpollen, Substanzen von Tierhaaren oder -hauten, 
Hausstaub, Schmuck, Brillen, Uhren, Hbrgeraten, Kleidung, 
Waschmitteln, Kosmetika, UV-Licht u. a.. 

als gewerblicher Hautschutz 

Als weitere Therapiebereiche zahlen mit allergischer Atiologie 
einhergehende Erkrankungen, wie beispielsweise das atopische 
Ekzem/Neurodermitis . Ferner gelten als weitere Anwendungs- 
gebiete systemische Therapien generalisierter allergischer 
Reaktionen, wie beispielsweise allergische Schockzustande. 

Erste Untersuchungen an freiwilligen Testpersonen zeigten, daB 
eine einmalige Applikation physiologischer Liposomen in bisher 
alien Fallen eine mehrstiindige bis tagelange Unterdriickung der 
allergischen Reaktion gegen Ohrschmuck erzeugt. Die Testung 
physiologischer Liposomen in Form von Aerosolen zeigte bei 
einem Teil der Probanden mit Heuschnupfen eine extreme Ver- 
besserung des allergischen Zustandes, oftmals fuhrte die 
liposomale Applikation zu einer vollstandigen Inhibierung der 
Allergie (siehe Beispiel 2) . Ahnlich positive Ergebnisse 
wurden bei Untersuchungen gegen Sonnenallergie, Kontaktaller- 
gien (u. a. gegen Arm-, Finger- und Halsschmuck, Uhren) , 
allergisch bedingte Ekzeme, wie z. B. Erythema exsudativum 
multiformis, und Neurodermitis , erzielt. Ein Patient mit hoch- 
gradigem endogenen Ekzem, bei dem die Corticoidtherapie auf- 
grund des sofort immer wieder auftretenden Rebound-Ef f ektes 
erfolglos blieb, ist nach Behandlung mit physiologischen 
Liposomen seit einem Jahr symptomfrei. Ascorbinsaure enthal- 
tende Liposomen erwiesen sich bei diesen Untersuchungen oft- 
mals als besonders effektiv, was auf eine Beteiligung der als 
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Mediatoren f reiwerdenden Sauerstof f radikale hinweist. 

III. Verwendung erf indungsgemafter physiologischer Liposomen 
zur Prophylaxe und Therapie von Schmerzen und Muskel- 
verspannungen 

Die erf indungsgemaBen Liposomen konnen ferner zur Behandlung 
tonischer Schmerzen und den damit zusammenhangenden Folge- 
symptomen eingesetzt werden. In den getesteten effektiven 
Konzentrationen konnten keinerlei negative Wirkungen der 
Liposomen festgestellt werden. Fiir die Therapie mit erf in- 
dungsgemaBen physiologischen Liposomen sind hauptsachlich die 
an erster Stelle der Schmerzgenerierung stehenden Nozizep- 
toren, die morphologisch am wenigsten dif f erenzierten Rezep- 
toren, von Bedeutung. Diese nicht-myelinisierten Nervenendi- 
gungen stellen die Sinnesorgane fur Schmerz in fast alien Ge- 
weben dar. Sie reichen beispielsweise in der Epidermis bis an 
das Stratum lucidum, also dicht unter die Hornhautschicht, 
heran. Zwei in ihrer Leitungsgeschwindigkeit unterschiedliche 
Fasersysteme (A5- und C-Fasern) leiten die Schmerz impulse zum 
Zentralen Nervensystem. Das Vorhandensein eines schnell- und 
eines langsamleitenden Systems erklart die zwei beobachteten 
Schmerzarten: Der erste Schmerzreiz verursacht eine "helle", 
durchdringende, gut lokalisierbare Empfindung, auf die ein 
"dumpfer", bohrender, schwer lokalisierbarer Schmerz folgt. 
Auslosende Ursachen fiir den sog. Nozizeptorschmerz sind 
Gewebelasionen, die durch pathologische Veranderungen im 
Inneren entstehen. Dabei kommt es zu einer Veranderung (z. B. 
erhohte Zellmembraninstabilitat ) oder Zerstorung von Zellen, 
wodurch algogene Substanzen freigesetzt werden. Sehr wichtig 
bei diesem akuten Geschehen ist die Bildung von Prostaglandin 
E 2 , welches die Nozizeptoren fiir die algogenen Substanzen 
sensibilisiert . Algogene Stoffe, wie Histamin, Kalium, Kinine, 
Serotonin und Substanz P, werden entweder uber Ionenkanale 
ausgeschuttet (z. B. Kalium) oder exozytiert (z. B. Histamin) . 
Hierin gleichen sich die Anf angsschritte bei der Schmerzgene- 
rierung und der Allergieerzeugung . Bei manchen Substanzen wie 
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Histamin, Prostaglandinen und Kininen la£t sich von einem 
geradezu identischen Initiationsvorgang sprechen (siehe Ab- 
schnitt II) . Dies diirfte auch die hauptsachliche Erklarung fiir 
eine Wirkung physiologischer Liposomen auf beide Krankheits- 
formen sein. 

Bis heute existieren keine Analgetika, die nicht unerwunschte 
Nebenwirkungen hervorrufen. Als Beispiel seien hier nur die 
mogliche Atemlahmung und die Suchtgefahr bei opioidhaltigen 
Analgetika sowie die Schadigungen der Magendarmschleimhaut bei 
Salicylsaurederivaten aufgefiihrt. Bedingt durch die Komplexi- 
tat der in Schmerzerzeugung und -verarbeitung involvierten 
Prozesse existieren viele, vollig unterschiedliche Ansatz- 
punkte, um eine Analgesie zu erzeugen (hier sind nur die 
gangigsten Mechanismen angefuhrt; (5)): 

Corticosteroide hemmen die Bildung von Arachidonsaure und 
damit dessen Metabolisierung zu Prostaglandin E 2 

nicht-steroidale Antiphlogistika hemmen die Bildung 
cyclischer Endoperoxide und insofern auch die Entstehung 
von Prostaglandinen 

Opioidanalgetika unterdrticken die Schmerzempf indung durch 
einen Angriff an die zentralen Schaltstellen des nozizep- 
tiven Systems 

antiphlogistische Analgetika wirken einerseits direkt im 
Bereich der Nozizeptoren im geschadigten Gewebe, anderer- 
seits aber auch zentral, vermutlich ebenfalls durch eine 
Hemmung der Prostaglandinsynthese 

antipyretische Analgetika wirken moglicherweise ahnlich 
wie antiphlogistische Analgetika liber eine Hemmung der 
Prostaglandinsynthese . 

Alle hierfiir verwendeten Substanzen generieren mehr oder 
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weniger starke unerwiinschte Nebenwirkungen (wie zuvor er- 
wahnt) , da sie in physiologisch bedeutsame Vorgange eingrei- 
f en. 

Durch Testung an Probanden mit unterschiedlichen Symptomen 
laBt sich die analgetische Wirkung physiologischer Liposomen 
nachweisen, wobei sich Vitamin C enthaltende Liposomen manch- 
mal als effektiver erweisen (evtl. Modulation des 
Prostaglandinmetabolismus durch Vitamin C Oder andere Wirkun- 
gen (siehe 11) ) . 

Wie schon in den Abschnitten I und II beschrieben, verschwin- 
den die durch Virusinf ektion oder Allergie ausgelosten 
Schmerzen nach Applikation der Liposomen in den meisten Fallen 
sofort. Zumindest bei einem Teil der Mediatoren, die durch 
virusbedingte Gewebelasionen oder allergische Reaktionen aus- 
geschiittet werden, handelt es sich auch urn algogene Substan- 
zen, welche die Nozizeptoren des betreffenden Gewebes alarmie- 
ren. Eine objektive Beurteilung, die eine Einwirkung physiolo- 
gischer Liposomen auf Nervenaktivitat nachweist, ergibt sich 
aus den in Beispiel 3 ermittelten Befunden am isolierten Darm 
des Meerschweinchens . Die deutliche Inhibierung der Nerven- 
aktivitat bei relativ niedrigen Liposomenkonzentrationen be- 
weist die uberraschende Wirksamkeit der Cholat-Liposomen. Die 
als Kontrolle verwendeten Cholat-f reien Liposomen fiihren zu 
einer Stimulation der Nerven. Da durch die relativ geringe 
Menge an Liposomen im Organbad ein EinfluB der Liposomen auf 
die Ionenzusammensetzung der Fllissigkeit vernachlassigbar 
gering ist, Cholat-freie Liposomen jedoch eine derart 
deutliche Stimulation bewirken, mu£ davon ausgegangen werden, 
daB auch diese Liposomen mit dem Gewebe bzw. den Zellen direkt 
interagieren . Aus zahlreichen Experimenten ist bekannt, da3 
Tensid-haltige Liposomen einen groBeren Verlust eingeschlosse- 
ner hydrophiler, kleiner Ionen oder Molekule aufweisen als 
Tensid-freie Liposomen. Auch die hier verwendeten 

Cholat-Liposomen zeigen diese Eigenschaft; d. h. 

Tensid-haltige Phospholipidmembranen besitzen eine geringfugig 
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erhohte Durchlassigkeit (in beiden Richtungen) fiir derartige 
Substanzen. Wenn Liposomen mit relativ hohem Cholatanteil (wie 
die hier verwendeten) mit Zellen fusionieren, so iibertragt 
sich durch die miteingebrachten Tenside die leicht erhohte 
Membrandurchlassigkeit , beispielsweise fiir Ionen wie Na + und 
K + , auf die Zellmembranen. Durch den nunmehr verstarkten 
IonenfluB verschiebt sich das Membranpotential (Ruhepotenial) 
in Richtung auf die "Ziind-Schwelle" (firing level) (10) . 
Dadurch steigt zwar die Erregbarkeit der Zelle, gleichzeitig 
bewirkt jedoch die der Depolarisation entsprechende Verkleine- 
rung des Aktionspotentials eine Verminderung der f reizusetzen- 
den Ubertragersubstanzen (es werden weniger Vesikel ausge- 
schiittet) und dadurch eine verringerte Erregung der postsynap- 
tischen Zelle (4) . Diese prasynaptische Wirksamkeit konnte in 
weiteren Experimenten mit Acetylcholin- bzw. Histamin-stimu- 
liertem isolierten Meerschweinchendarm bestatigt werden. Fiir 
eine Fusion Tensid-f reier Liposomen mit Zellen ergibt sich 
hingegen eine Anderung des Membranpotentials weg von der 
"Ziind-Schwelle" , was demzufolge ein vergroBertes Aktions- 
potential und eine verstarkte Freisetzung (erhohte Vesikel- 
ausschiittung) von Ubertragersubstanz nach sich zieht. Dies 
fiihrt zur beobachteten Stimulation der Darmkontraktion . 

Das hier vorgestellte Modell geht im Gegensatz zu den zuvor 
dargestellten Therapieansatzen zur Schmerzreduktion davon aus, 
da£ sowohl die Mediatorausschiittung inhibiert als auch die 
Membranen der Nozizeptoren durch Fusion mit physiologischen 
Liposomen "stabilisiert" werden bzw. ihr Ruhepotential in 
Richtung "Ziind-Schwelle" verschoben wird. Auch eine Wechsel- 
wirkung mit Schmerz-dampf enden Rezeptoren, wie etwa den 
Opioidrezeptoren, kann die analgetischen Wirkungen physiologi- 
scher Liposomen erklaren. Ob dabei die Rezeptoren selbst, die 
diesen Rezeptoren zugehorigen, membranstandigen G-Proteine 
Oder die ebenfalls an der Signaliibersetzung beteiligte Adeny- 
latcyclase (5) durch Liposomenbestandteile Oder die den 
Fusionen folgenden physikalischen Anderungen beeinfluBt oder 
aber die raumliche Anordnung dieser Strukturen in der Zell- 
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membran zueinander verandert werden, bedarf weiterer Unter- 
suchungen . Die Beeinf lussung eines oder mehrerer dieser Fakto- 
ren wiirde dabei zu einem erniedrigten cAMP-Spiegel fiihren, der 
wiederum zahlreiche zellphysiologische Konsequenzen nach sich 
zieht (5) . Moglicherweise kommen aber beide Wirkungsmechanis- 
men gleichzeitig zum Tragen. Die analgetische Wirkung physio- 
logischer Liposomen laBt sich aber auch bei Schmerzen beobach- 
ten, bei denen keine sichtbare Beeintrachtigung des Gewebes 
vorliegt. So konnen Schmerzen, die kontinuierlich oder inter- 
vallartig an oder in der Nahe von friiheren Verletzungen 
(Briiche, Operationsnarben usw.) oder als sog. Weichteilrheuma- 
tismus (Fibromyalgie) auftreten, durch ein- oder mehrmaliges 
Auftragen (je nach Patient) von Liposomen in kiirzester Zeit 
zum Verschwinden gebracht werden. Dies wiirde bedeuten, daB 
derartige Schmerzen durch die in der Epidermis vorhandenen 
Nozizeptoren erzeugt werden. Eine Erklarung findet dieses 
Phanomen anhand der sog. Konvergenz-Projektions-Theorie, 
wonach Erkrankungen der Tief enstrukturen und Eingeweide manch- 
mal Schmerzen auf Bereiche der Korperoberf lache projektieren, 
die demselben oder benachbarten Segmenten angehoren wie das 
erkrankte Organ. Ebenso werden Schmerzen bei Alkoholpolyneuro- 
pathie und diabetischer Neuropathie bekampft, moglicherweise 
effektiver unter Zusatz geringer Mengen an Calciumionen und 
Vitaminen des B-Komplexes. 

Besonders gravierend zeigt sich die Wirkung physiologischer 
Liposomen auf Muskelverspannungen und Schonhaltungen (vgl. 
Beispiel 3) , wie sie beispielsweise bei der sog. Nacken- 
steifigkeit und einigen ischiadif ormen Beschwerden auftreten. 
Diese Symptome beruhen auf einer tonischen Ref lexaktivitat , 
welche durch eine chronische Schadigung verursacht wird. Durch 
den haufigen Zug an Bandern, Sehnen und Gelenken entstehen 
Gewebeschadigungen, die aufgrund der Ausschiittung algogener 
Substanzen die nozizeptive Ref lexaktivitat erhohen. Der Korper 
versucht daraufhin durch verstarkte Muskelaktivitat diese vor- 
geschadigten Bereiche zu entlasten (verkrampfte Schonhaltung) 
und gerat dabei in einen Circulus vitiosus. Bei der Applika- 
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tion physiologischer Liposoraen am Beispiel der Nackensteif ig- 
keit zeigt sich, da£ der stechende Schmerz , der bei Verdrehen 
des Kopfes zur Seite der Muskelverspannung hin entsteht, nach 
einmaligem Auftragen von 2 - 5 ml Vitamin C enthaltender Lipo- 
somen auf Nacken und Schulterbereich nach etwa einer Minute 
abklingt. Der Kopf lafit sich wieder schmerzfrei zur Seite be- 
wegen, wenn auch die Muskelverspannung (meist im Bereich des 
Kapuzenmuskels) vorlaufig bestehen bleibt. Diese Verspannung 
lost sich aber nach mehrmaliger Applikation meist binnen eines 
Tages. Bisher konnten derartige Beschwerden nur durch mehrma- 
lige intramuskulare Injektion eines Analgetikums (z. B. 
Lidocain) und oraler Verabreichung von Muskelrelaxantien nach 
mehreren Tagen behoben werden. Vitamin B ±2 enthaltende Liposo- 
men fuhrten in einem getesteten Fall mit sogenanntem Tennisarm 
mit Beschwerden also, bei denen es bereits zu entziindlichen 
Schadigungen gekommen ist - binnen einer Woche bei taglicher 
Applikation zur Beschwerdef reiheit . 

Als ein weiteres Beispiel sei hier die Behandlung der sog. 
Zahnhalsempf indlichkeit angefuhrt, welche die Patienten sehr 
sensibel vor allem gegenuber Kalte, Hitze, SiiBe und Saure 
macht. Ursache hierfiir ist haufig ein mehr oder weniger stark 
f reiliegender Zahnhals, welcher, z. B. durch Saureschaden im 
Bereich der Incisivi zusatzlich verbreitert, die Nozizeptoren 
innerhalb des Zahnes nur unvollstandig von der "AuBenwelt" 
isoliert. Durch das porose Dentin gelangen chemische Noxen 
bzw. Temperaturdif f erenzen nur wenig abgeschwacht an die 
Nozizeptoren und erzeugen Schmerzen. Die erste Applikation 
physiologischer Liposomen (Spiilung oder Aufspruhen) erzeugt 
haufig einen kurzen stechenden Schmerz, welcher moglicherweise 
auf eine Membranpotentialveranderung der Nozizeptoren durch 
Fusion mit Liposomen hinweist. Der Schmerz wird bei weiteren 
Applikationen stufenweise geringer und verschwindet schlieB- 
lich ganz. Dieses Abklingen geht einher mit einer zunehmenden 
Unempf indlichkeit gegenuber Kalte, Hitze, SuBe, Saure usw.. 
SchlieBlich geniigt eine ein- bis zweimalige Anwendung pro Tag 
zur Behandlung der Zahnhalsempf indlichkeit . Sehr rasch analge- 
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tisch wirken physiologische Liposomen auch bei Hautverletzun- 
gen, wie etwa Lasionen des Nagelbettes. Weitere Beispiele fiir 
die analgetischen Eigenschaf ten physiologischer Liposomen 
finden sich unter Abschnitt V. 

Die gegeniiber herkommlichen Analgetika nebenwirkungsf reie 
Therapie favorisiert physiologische Liposomen fiir eine breite 
Verwendung vor allem gegen heute nur mit "harten" Pharmaka 
therapierbare Symptome wie beispielsweise Weichteilrheumatis- 
mus und Muskelverspannungen . 

IV. Verwendung erf indungsgemafcer physiologischer Liposomen 
zur Prophylaxe und Therapie von Augenerkrankungen 

Die erf indungsgemaBen Liposomen konnen weiter prophylaktisch 
und therapeutisch bei verschiedenen Erkrankungen des Auges , 
wie beispielsweise allergisch oder viral bedingten Entziindun- 
gen, Irritationen aufgrund mangelnder oder physiologisch un- 
glinstig zusammengesetzter Tranenf llissigkeit und Schaden durch 
chemische und physikalische Einwirkungen , eingesetzt werden. 

Viele entztindliche Erkrankungen am Auge werden durch Allergene 
oder Viren ausgelost und fiihren - durch bakterielle Super- 
infektionen verstarkt - zu oftmals permanenten Beeintrachti- 
gungen. Wie empfindlich die Gewebe am Auge sind, zeigt sich 
schon daran, da3 viele Allgemeinleiden (z. B. Schnupfen) 
Augenkr ankhe it en (z. B. Kon junktivitis) nach sich Ziehen. Die 
Probleme bei der derzeitigen Therapie allergischer und viraler 
Erkrankungen wurden bereits in den Abschnitten I und II be- 
schrieben, jedoch treten sie bei der Anwendung am Auge ver- 
starkt hervor. So diirfen die bei entziindlichen Prozessen 
haufig applizierten Gorticosteroide nicht eingesetzt werden, 
wenn eine Schadigung des Hornhautepithels vorliegt, da es 
sonst zu einer schnellen, progredienten Geschwiirsbildung und 
evtl. Perforation mit Verlust des Auges kommen kann. Einige 
Antiallergika fiihren zu einer Verringerung des Tranenf lusses 
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unci generieren dadurch neue Probleme. Die gegenwartig am Auge 
zugelassenen Virostatika (z. B. Aciclovir) konnen, bedingt 
durch ihre starken Nebenwirkungen, nur im Notfall appliziert 
werden. Die haufig auftretenden Irritationen aufgrund mangeln- 
der oder physiologisch ungunstig zusammengesetzter Tranen- 
fliissigkeit (Dry-Eye-Symptomatik) konnen derzeit nur mit 
Tranenersatzmitteln behandelt werden. Deren umstandliche 
Applikation (Augentropf en mehrmals taglich) sowie ihre immer 
mangelhafte Wirkung haben bei der Therapie dieser Symptome 
noch keinen echten Durchbruch erzielen lassen. Schaden durch 
chemische und physikalische Einwirkung, wie beispielsweise 
Veratzungen und Verbrennungen , stellen nach wie vor schwer- 
wiegende therapeutische Probleme dar. Eine wirkliche, die 
Regeneration der Bindehaute und Epithelien fordernde Therapie 
steht derzeit nicht zur Verfiigung. Viele Menschen mlissen auf 
das Tragen von Kontaktlinsen verzichten, da ihre Augen diesen 
Fremdkorper nicht dulden. Wenn sie an einem der nachf olgenden 
Symptome leiden, kommen Kontaktlinsen als Sehhilfen ohnedies 
nicht in Frage: Keratoconjunctivitis sicca, Sjogren-Syndrom, 
Storungen der Muzinschicht ( Stevens- Johnson-Syndrom, Veratzun- 
gen, Vitamin A-Avitaminose und okulares Pemphigoid) und redu- 
zierte Hornhautsensibilitat . Ferner fuhren verringerte Tranen- 
fltissigkeit (z. B. nach Einnahme von Antidepressiva , Anti- 
histaminika, Diuretika und Spasmolytika) , chronische Entziin- 
dungen des Auges (Blepharitis, Kon junkt ivitis usw.) sowie 
Aufenthalt bei niedriger Luf tf euchtigkeit (z. B. Flugpersonal) 
oftmals zu Problemen mit Kontaktlinsen. Die meisten dieser 
Ursachen lassen sich heute therapeutisch nicht so weit behe- 
ben, daB Kontaktlinsen problemlos auf Dauer vertragen werden. 
Der ohne chirurgischen Eingriff zur Blindheit fuhrende Graue 
Star konnte - sollten sich die Ergebnisse von Experten der 
Tufts Universitat in Boston bestatigen (6) - durch hohe Dosen 
Vitamin C (800 mg pro Tag) zumindest teilweise vermieden 
werden. Danach sollte die antioxidative Wirkung von Vitamin C 
fur die Hemmung der altersbedingten Oxidation der Linse ver- 
antwortlich sein. Viele Menschen vertragen aber derart hohe 
Mengen Vitamin C oral nicht. Daher ware es wiinschenswert , 
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physiologisch vertragliche, antioxidative Substanzen in die 
unmittelbare Nahe der Augenlinse heranzubringen . Derzeit steht 
jedoch kein derartiges Therapeutikum zur Verfiigung. 

Wie bereits in den Abschnitten I und II beschrieben, verfiigen 
die erf indungsgemaBen physiologischen Liposomen tiber anti- 
virale und antiallergische Eigenschaf ten, die ihren Einsatz 
als Ophthalmikum nahelegen. Aufier diesen therapeutischen An- 
satzen kommen in diesem speziellen Fall vor allem 
regenerationsunterstiitzende (siehe Abschnitt I, Punkt 8) und 
protektive Fahigkeiten physiologischer Liposomen hinzu. Der 
vordere Teil des Auges, vor allem die Cornea sowie die daran 
anliegenden Bindehaute, werden von einem permanenten Fliissig- 
keitsfilm iiberzogen. Diese Tranenf liissigkeit beinhaltet neben 
Nahrstoffen, Salzen und antimikrobiellen Substanzen auch 
Stoffe, die eine rasche Verdunstung verhindern (z. B. Lipide 
und Muzine) . Die Komposition der die Cornea und Bindehaute be- 
netzenden Tranenf liissigkeit ergibt sich aus der Sekretion ver- 
schiedener Drvisen, wobei die Tranendriise den Hauptteil der 
Fliissigkeit sekretiert. Im Augenlid selbst sitzen alveolare 
Talgdriisen (Meibom'sche Driisen) , apokrine Drlisen (Moll'sche 
Driisen) sowie kleine akzessorische Tranendriisen (Krause'sche 
Driisen) . Die bradytrophe Cornea, speziell das vordere Cornea- 
epithel (5-6 Schichten unverhornte Epithelien) wird durch die 
Tranenf liissigkeit liber Diffusion ernahrt . Dies erklart die 
besondere Sensibilitat der Cornea gegeniiber Storungen der 
Tranenf liissigkeit . Wie ixn Beispiel 4 anhand einer Patienten- 
gruppe mit Dry-Eye-Symptomatik nachgewiesen wird, konnen 
physiologische Liposomen - auBen auf das Augenlid aufgebracht 
in vielen Fallen zu einer Normalisierung der die Cornea und 
Bindehaute benetzenden Fliissigkeitsschicht beitragen. Die 
Liposomen dringen vermutlich dabei durch das sehr dlinne, mehr- 
schichtige, verhornte Plattenepithel der Augenlidvorderseite 
ein und liefern so den lidstandigen Driisen Fliissigkeit, Nahr- 
stof fe und sekretierbare Substanzen (Lipide) , welche die Ver- 
dunstung der Tranenf liissigkeit ver langsamen . Ferner zeigen 
Studien an Probanden mit allergen- und virusbedingten Konjunk- 
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tivitiden sowie Keratiden, daB nach Auftragen physiologischer 
Liposomen auf das Augenlid das "Sandkorngef lihl" binnen weniger 
Minuten verschwindet und in den meisten Fallen die Symptome 
bei mehrmaliger Application innerhalb eines Tages abklingen. 

Physiologische Liposomen eignen sich demzufolge zur Prophylaxe 
und Therapie von Augenerkrankungen allergischer und viraler 
Atiologie wie beispielsweise: 

- Bindehautphlyktane 

- Blepharitis 

- Chemose 

- Dakryoadenitis 

- Episkleritis, Skier itis und Tenonitis 

- Herpes corneae, Herpes simplex der Lider und 
Herpes zoster ophthalmicus 

- Iritis und Iridozyklitis 

- Keratitis 

- Konjunktivitis, wie C. f ollicularis , C. allergica, 
C. epidermica, C. vernalis, EinschluBblennorrho 
und Schwimmbadkonjunktivitis 

- Molluscum contagiosum 

- Ophthalmia sympathica 

Da Gallensauren antibakteriell wirken, zeigen die erfindungs- 
gemaBen Cholat-Liposomen auch bakterizide Wirkungen, zumindest 
gegen cholat-sensible Bakterien; d.h. , es sind auch einige 
Infektionen bakterieller Atiologie bei o. g. Krankheiten 
therapierbar . 

Wegen der regenerationsunterstiitzenden und protektiven Wirkun- 
gen konnen physiologische Liposomen auch gegen folgende 
Symptome eingesetzt werden: 

- Dry-Eye-Symptomatik 

- Fadchenkeratitis 

- Irritationen aufgrund von Veratzungen, Verbrennungen, 
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Bestrahlungen und nach operativen Eingriffen 

- Keratocon junktivitis sicca 

- Sjogren-Syndrom 

- Stevens-Johnson-Syndrom 

- Kontaktlinsenunvertraglichkeiten aufgrund o. g. Ursachen 

Ein Zusatz von Nahrstoffen oder Mucoproteinen zu den Liposomen 
kann sich bei besonders schwerer Symptomatik als wirkungs- 
voller erweisen. Mit antioxidativen Substanzen, wie beispiels- 
weise Vitamin C, beladene physiologische Liposomen konnen 
moglicherweise als Prophylaktikum gegen bestimmte Formen des 
Grauen Stars (z. B. Cataracta senilis) appliziert werden. 



V. Verwendung der erf indungsgemafcen physiologischen Liposomen 
zur Prophylaxe und Therapie von Entzundungen und Gewebe- 
lasionen 

Die erf indungsgemaBen Liposomen sind auch lokal und systemisch 
als Antiphlogistikum und als Mittel gegen Zell- und Gewebe- 
lasionen anwendbar . 

Wie schon in den Abschnitten II und III dargestellt, diirfte 
einer der Hauptwirkungsmechanismen physiologischer Liposomen 
die Inhibierung der Mediatorf reisetzung und die Neutralisie- 
rung f reigesetzter Mediatoren sein. Die verstarkte Wirkung 
durch Vitamin C enthaltende Liposomen deutet auf pathologische 
Effekte oxidierender Substanzen bei diesen Prozessen hin. In 
jiingster Zeit wird Sauerstof f radikalen hierfiir eine immer 
groBere Bedeutung beigemessen (5) . Die wichtigsten Vertreter 
dieser Radikale sind das Superoxid-Radikal-Anion , das 
Hydroxyl-Radikal , Alkoxy-Radikale und Peroxy-Radikale. Patho- 
genetisch relevant sind aber auch nichtradikalische Spezies 
wie Singulettsauerstof f , organische Peroxide und Wasserstoff- 
peroxid, sowie unterchlorige Saure, Chlor und Chloramine, die 
biologisch aus reaktiven Sauerstof f spezies entstehen. Derartig 
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hochreaktive Substanzen fallen sowohl wahrend normaler physio- 
logischer Vorgange als auch verstarkt als antimikrobielle Ab- 
wehr bestimmter Immunzellen an. Urn sich selbst zu schutzen, 
stehen den Zellen verschiedene Enzyme zur Verftigung, von denen 
die Superoxiddismutase und Katalase die wohl wichtigsten sind. 
Daneben wirken auch die Vitamine E, C und A als Antioxidan- 
tien. Die beiden aufierst effektiven Enzyme liegen jedoch fast 
ausschlieBlich intrazellular vor, wohingegen der extra- bzw. 
inter zellulare Raum, in den hinein polymorphkernige Leukozy- 
ten, Monozyten und Makrophagen die reaktiven Sauerstof f spezies 
entlassen, fast ganzlich frei von entsprechenden 

Detoxif izierungsmechanismen ist. Dort schadigen diese hoch- 
reaktiven Substanzen nicht nur die eingedrungenen Mikroorga- 
nismen, sondern auch das eigene Gewebe. So kommt es bei den 
subzellularen Strukturen zu 

- Depolymerisation von Collagen, Proteoglykanen und 
Hyaluronsaure 

- Zersetzung von Lipiden 

- Denaturierung von Enzymen 

- Inaktivierung von Serinprotease-Inhibitoren 
(a^-Antitrypsin) 

- Bildung leukotaktischer Faktoren durch Interaktion mit 
Metaboliten der Arachidonsaure . 

Als Einwirkungen auf zellulare Strukturen konnten folgende 
Effekte bei entziindlichen Prozessen eine wichtige Rolle 
spielen: 

- (Selbst-) Zerstorung von Leukozyten 

- Erhohung der Gef afcpermeabilitat 

- Erythrozytenlyse durch Schadigung von Membr an lipiden . 

Besondere Bedeutung kommt den leukotaktischen Faktoren zu, die 
weitere Phagozyten zum Ort der Entzundung rekrutieren und 
somit eine weitere Steigerung der Menge an reaktiven Sauer- 
stof f spezies erzielen. Als entscheidend fur die erste 
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Rekrutierung von Phagozyten in geschadigtem Gewebe wird Inter- 
leukin 8 betrachtet. Als weitere chemotaktische Mediatoren 
dienen dann Leukotrien B 4 und die aktivierte Komplement- 
komponente C5a, das bedeutendste der drei Anaphylatoxine (C3a, 
C4a, C5a) . Die auSerordentlich hohe Wirksamkeit dieser 
cheinotaktischen Substanz laBt sich daran erkennen, daB bereits 
eine Konzentration von 1 - 5 nM zu einer Rekrutierung weiterer 
polymorphkerniger Leukozyten ftihrt (5) . Mit dieser Chemotaxis 
erfolgt gleichzeitig eine Aktivierung der Leukozyten, die zu 
einer Freisetzung lysosomaler Enzyme und Bildung weiterer 
reaktiver Sauerstof f spezies fuhrt. Da C5a auch auf die GefaB- 
endothelien einwirkt, kommt es zu Leukozytenaggregation, 
Leukozytenadharenz an den Endothelien und schlieBlich zu einem 
Durchwandern der Gefafcwand. Auch dabei sind sekundare Media- 
toren beteiligt. An Blutplattchen wirkt C5a proaggregatorisch . 
Die Ausbreitung dieses Prozesses kann auf lokale Entzundungs- 
prozesse beschrankt bleiben oder aber zu einer systemischen 
Anaphylatoxinbildung fiihren, die in einem lebensbedrohlichen 
Schock endet. Zu den Vorgangen, die zu einer systemischen 
Komplementaktivierung mit Anaphylatoxinbildung fiihren konnen, 
zahlen: Endotoxinamie, Bakteriamie, Polytraumata , Verbrennung, 
Immunkomplex-Allergie , Hamodialyse , Leukopherese , Kardio- 
pulmonarer Bypass und radiographische Kontrastmittel . Ein 
durch die systemische Anaphylatoxinbildung ausgelostes Krank- 
heitsbild ist die Schocklunge ("adult respiratory distress 
syndrome"), bei der pathogenetisch nicht nur die Aggregation 
der Leukozyten, sondern auch deren mit dem Auftreten reaktiver 
Sauerstof f spezies verbundene Aktivierung und das Auftreten 
sekundarer Mediatoren aus der Arachidonsaurekaskade eine Rolle 
spielen. Die Beteiligung von Anaphylatoxinen an lokalen Ent- 
zundungen setzt eine Komplementaktivierung im Gewebe oder in 
der interstitiellen Flussigkeit voraus. Das Vorhandensein von 
Komplementkomponenten in der Lymphe sowie die Extravasation 
von Plasma ins Gewebe mittels anderer Entztindungsmediatoren 
lassen eine lokale Komplementaktivierung und damit eine 
Anaphylatoxinbeteiligung an lokalen Entziindungsprozessen 
moglich erscheinen. C5a wurde in Synovialf liissigkeit rheuma- 
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tischer Patienten, entzundlichen Exsudaten, in Gefaiien mit 
immunologisch bedingten Entziindungen und auch im Liquor 
cerebrospinalis bei Meningitis nachgewiesen (5) . So kann die 
leukozytare Infiltration bei derartigen Entziindungen auf der 
chemotaktischen Wirkung von C5a beruhen, die dann iiber Akti- 
vierung polymorphkerniger Leukozyten durch Freiwerden lysoso- 
maler Enzyme (z. B. leukozytarer Elastase) oder Bildung reak- 
tiver Sauerstof f spezies Gewebeschaden hervorruft. Sehr verein- 
facht ausgedriickt, la£t sich folgendes Bild entwerfen: Fremd- 
substanzen oder Noxen verleiten bestimmte Immunzellen zur 
Freisetzung reaktiver Sauerstof f spezies , es kommt zur Bildung 
von C5a, es folgt eine Rekrutierung weiterer Immunzellen mit 
Freisetzung von noch groBeren Mengen an reaktiven Sauerstoff- 
spezies usw. . Die Reaktion kann auch gleich mit der Bildung 
von C5a beginnen, wenn die Noxe entsprechend stark einwirkt, 
wie beispielsweise eine Verbrennung. Bei einem Eingriff an 
irgendeiner Stelle dieser Kaskade lieBe sich das Aufschaukeln 
dieser Reaktion vermeiden. 

Die therapeutischen Moglichkeiten, die sich aus dem Wissen urn 
die reaktiven Sauerstof f spezies ergeben, sind noch weitgehend 
ungenutzt. Einer der wenigen Ansatze ist die Applikation von 
boviner Superoxiddismutase (Peroxinorm® ) . Obwohl aufgrund 
ausgepragter Homologie zum menschlichen Enzym das immunogene 
Potential dieser Rinder-SOD beim Menschen relativ gering ist, 
bleibt die Therapie auf lokale Injektionen oder Inf iltrationen 
beschrankt. Hierbei wurden nur selten lokale oder generali- 
sierte allergische Symptome beobachtet, jedoch bleibt eine 
intravasale Applikation kontraindiziert . Sofern durch lokale 
Applikation hinreichend hohe Gewebespiegel erzielt werden 
konnen, werden mit SOD therapeutische Erfolge erzielt (z. B. 
bei Gonarthrosen, rheumatoider Arthritis, Strahlenzystitis , 
interstitieller Zystitis und induratio penis plastica) . Seit 
kurzem wird auch eine humane Superoxiddismutase angeboten, 
deren Einsatz das Behandlungsspektrum sicherlich erweitern 
wird. Interessant in diesem Zusammenhang sind Erkenntnisse aus 
der Gerontologie, wonach es zumindest im Tiermodell 
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Korrelationen zwischen besonders langlebigen Zuchtstammen von 
Drosophila melanogaster oder durch Caenorhabditis elegans und 
deren Enzym Superoxiddismutase gibt, wobei das Enzym entweder 
in einer besonders aktiven Form oder hoherer Quantitat vor- 
kommt. Diese Befunde stiitzen die zur Zeit favor isierte Theorie 
vom Altern, wonach die permanente Bildung potentiell toxi- 
scher, oxidativer Substanzen zu einer Anhaufung irreversibler 
Schaden (oxidierte Lipide, Proteine und DNS) in Zellen und 
Geweben fiihrt (8) . 

Die antiphlogistische Wirkung physiologischer Liposoraen, be- 
sonders unter Zusatz von Vitamin C, zeigt sich deutlich bei 
der Behandlung oberf lachlicher Brandverletzungen . Werden 
physiologische Liposomen unmittelbar nach der Hitzeeinwirkung 
auf das betroffene Hautareal auf getragen , so kommt es zu einer 
raschen Schmerzreduktion . Wird die Applikation mehrmals in den 
darauf f olgenden Tagen wiederholt, erfolgt keine Blasenbildung 
und das unterhalb der zerstorten Haut gelegene Gewebe 
regeneriert sich wesentlich schneller und (auch bei empfind- 
lichen Hauttypen) ohne Narbenbildung . 1st eine Blasenbildung 
bereits erfolgt, so fiihrt die Applikation physiologischer 
Liposomen binnen weniger Stunden zu einem Eintrocknen der 
Blasen. Somit unterdriicken die Liposomen nicht nur die 
Extravasation von Plasma ins Gewebe, sondern sorgen auch fur 
eine aktive Ruckfuhrung der Fliissigkeit in die GefaBe. Ahnlich 
restaur ierende Effekte wurden nach ubermaBiger Einwirkung von 
UV-Licht beobachtet (Sonnenbrand) . 

Entziindungen haben viele Gemeinsamkeiten mit allergischen 
Reaktionen, Da physiologische Liposomen - wie in Abschnitt II 
dargestellt - eine Unterdruckung der Mediatorf reisetzung 
und/oder Neutralisierung f reigesetzter Mediatoren bewirken, 
eignen sie sich auch zur Bekampfung entziindlicher Prozesse. Da 
Sauerstof f radikale hierbei moglicherweise eine groBere Rolle 
spielen als in der Allergie, ist ein weiterer Zusatz anti- 
oxidativer Substanzen, wie z. B. Vitamin C oder Urat, von 
besonderem Nutzen (auch einige der Liposomenmembran-bildenden 
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Lipide wirken antioxidativ bzw. reduzierend) . Im Gegensatz zu 
der vorher beschriebenen Therapie mit dem Enzym Super- 
oxiddismutase dringen physiologische Liposomen auch in das 
Gewebe ein und sind zudem voll kompatibel , da es sich bei den 
membranbildenden Komponenten urn Molekiile handelt, wie sie auch 
im Korper natiirlicherweise vorkommen. Bei der intravenosen 
Applikation konnen groBe Mengen physiologischer Liposomen ohne 
Schaden infundiert werden. Die menschliche Physiologie ist - 
zeitlich begrenzt - fur einen drastischen Anstieg zahlreicher 
Fettpartikel ausgelegt, wie die groBe Menge an Chylomikronen 
im Plasma (Durchmesser 100 - 1000 nm; Bestandteile: 85 % 
Triglyceride, 5 % Cholesterin, 2 % Protein) nach einem fett- 
reichen Mahl beweist. 

Physiologische Liposomen eignen sich zur topischen und syste- 
mischen Therapie einer Vielzahl von Erkrankungen des entzlind- 
lichen Formenkreises. Neben den bereits Genannten kommen 
ferner als mogliche Therapieziele in Betracht: Intoxikationen, 
Schaden bei Beatmung mit hyperbarem Sauerstoff, 

Arzneimittelnebenwirkungen und Postischamiesyndrom . Bei 
Endotoxin- bzw. Mikroorganismen-bedingten Schockzustanden und 
mikrobiell infizierten, groBeren Gewebelasionen durfte eine 
gleichzeitige Antibiotikatherapie indiziert sein. Die besonde- 
ren antioxidativen Wirkungen sowie die einzigartigen Eindring- 
fahigkeiten in Gewebe lassen physiologische Liposomen auch als 
Geriatrikum sinnvoll erscheinen. 

Wirkungsmodell physiologischer Liposomen 

Die in den vorangegangenen Kapiteln vorgestellten Befunde 
zeigen, daB physiologische Liposomen sowohl zellular als auch 
extrazellular wirken. Fur die zellularen Reaktionen durften 
vornehmlich die Auswirkungen der durch die Liposomen auf die 
Zellmembran iibertragenen Gallensauren und/ Oder deren Derivate 
sowie die Lipide verantwortlich sein. Viren werden im extra- 
zellularen Raum durch diese Liposomen inhibiert. Dariiberhinaus 
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reagieren liposomale Lipide und liposomal verkapselte Anti- 
oxidantien mit Radikalen. Wie man sich diese Wirkungen physio- 
logisch vorstellen kann, wird nachfolgend beschrieben: 

1. Zellulare Wirkungen physiologischer Liposomen 

Durch Interaktion von Liposomen mit Zellen werden Gallen- 
saure und/oder ihre Derivate in die Plasmamembran einge- 
baut . 

la. Das eingebaute Cholat erhoht infolge herabgesetzter Ober- 
f lachenspannung vor allem flir Na + (als kleinstes der fiir 
das Membranpotential bedeutenden Ionen) die Permeabilitat 
der Membran. Es kommt zu einem geringfiigig erhohten 
Na + -Einstrom in die Zelle. Wasser folgt dem veranderten 
osmotischen Gradienten und la£t die Zelle solange an- 
schwellen, bis der Innendruck dem Influx das Gleichgewicht 
halten kann. Zellen innerhalb eines Gewebeverbandes lassen 
zudem durch die ihnen benachbarten Zellen dieses An- 
schwellen nur in sehr beschrankten Ma6e zu, eben nur bis 
zu derjenigen GroBe, welche der Interzellularraum (durch- 
schnittlich 3 0 nm) erlaubt. Als groben Wert kann inan hier- 
fiir eine VergroBerung des Zelldurchmessers um etwa 1 % er- 
warten. Das Aufquellen der Zellen kann nicht durch die 
nach Fusion in die Zelle eingebrachten Liposomenvolumina 
erklart werden, denn um dieses Zusatzvolumen aufzunehmen, 
mliBte die Zelle die mehr als hundertfache Menge an liposo- 
malem Membranmaterial einbauen, was zellphysiologisch 
nicht vorstellbar ist. In vivo bedeutet dieses gering- 
fugige Aufquellen, daB sich das Interstitium verkleinert, 
was wiederum Substanzen (z. B. Mediatoren) und Partikeln 
(z. B . Viren) eine Ausbreitung erschwert. Den veranderten 
Ionenkonzentrationen folgend wird vor allem die 
Na + -K + -ATPase (Na + -Pumpe) unter ATP-Verbrauch versuchen, 
die ursprtinglichen Verhaltnisse wiederherzustellen . Unter 
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normalen Bedingungen benotigt dieser Pumpvorgang bereits 
etwa ein Drittel des gesamten Energiebedarf s einer Zelle 
(bei elektrisch aktiven Nervenzellen etwa zwei Drittel 
(12)). Demzufolge diirfte der Energieverbrauch und damit 
der Gesamtstof f wechsel einer Zelle nach Interaktion mit 
physiologischen Liposomen ansteigen. 

Entspricht die Interaktion von Liposomen und Zellen einer 
Fusion, so konnten folgende Ereignisse zutreffen: Nach 
Fusion der Liposomenmembran mit der Zellmembran wird durch 
ein ca. 200 nm durchmessendes Liposom ein etwa 0,1 /xm 2 
groBes Membranstiick erhohter Permeabilitat in die Zell- 
membran (500 /xm 2 Membranaufienf lache bei 12,6 /xm Zelldurch- 
messer) eingebaut. Durch dieses 0,1 /xm 2 groGe, "neue" 
Membranstuck kommt es zu einem erhohten Ein- bzw. Ausstrom 
von Ionen. Da aber Lipide - und vermutlich erst recht 
Tenside - innerhalb der Lipiddoppelmembran mit einer Ge- 
schwindigkeit von 2 /xm/sec (7) lateral dif f undieren, be- 
ginnt bereits zum Zeitpunkt der Fusion das Auseinander- 
fliefcen des liposomalen Membranstiickes , d. h. es erfolgt 
eine Vermischung liposomaler und zellularer Membran- 
bestandteile, die rasch zu einer Abnahme der Ionendurch- 
lassigkeit an dieser Stelle der Zellmembran fiihrt. Bereits 
eine Ausbreitung der liposomalen Membranbestandteile auf 
die drei- bis vierfache Flache (0,3 bis 0,4 /xm 2 ) diirfte zu 
einem wesentlichen Riickgang der Permeabilitat fiihren (ab- 
geleitet aus Experimenten mit Liposomen, die einen niedri- 
geren Cholatanteil aufweisen) . Die hohe Geschwindigkeit 
lateraler Lipiddif fusion von 2 /xm/sec diirfte daher das ur- 
sprunglich 0,1 /xm 2 gro£e liposomale Membranstuck in Bruch- 
teilen einer Sekunde zum gr6J3ten Teil "abdichten". Erst 
wenn eine groBere Zahl von Liposomen mit einer Zelle 
fusioniert, diirften die in die Zellmembran eingebrachten 
Tenside zu einer die gesamte Zellmembran betreffenden 
Permeabilitatsanderung fiihren. In vitro laBt sich zeigen, 
da3 Zellen auf ein kurzzeitiges (15-30 min) Angebot sehr 
hoher Liposomenkonzentrationen negativ reagieren. Nach 
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wenigen Stunden erholen sich die Zellen hiervon jedoch 
vollstandig. Diese Regeneration laBt sich u. a, dadurch 
erklaren, daB 50 % der Plasmamembran pro Stunde (je nach 
Zelltyp) internalisiert werden, demzufolge die Halfte der 
Zellmembran stiindlich durch Membranmaterial aus dem Zell- 
inneren ersetzt wird. Der Anteil der Zellmembran am gesam- 
ten Membranmaterial einer Zelle macht nur wenige Prozent 
aus (bei einer Leberzelle ca. 2 %) . Die urspriingliche 
Permeabilitat der Zellmembran wird daher in relativ kurzer 
Zeit wieder hergestellt. 

Werden den Zellen jedoch hohe Liposomenkonzentrationen auf 
Dauer angeboten, so konnen sie sich nicht mehr regenerie- 
ren . 

lb. Die nach Liposomenf usion leicht erhohte Permeabilitat der 
Plasmamembran resultiert in einem geringfugig schwacheren 
Membranpotential (10) . Bei Nervenzellen bzw. deren Auslau- 
fern hat dies zur Folge, daB das Membranpotential naher an 
die 11 Zund-Schwelle" riickt, wodurch nach Impulsgenerierung 
ein niedrigeres Aktionspotential erzeugt wird. Erste 
elektrophysiologische Ableitungen an Hippocampusneuronen 
in vitro zeigen (eigene Resultate) , daB in Gegenwart 
physiologischer Liposomen das Membranpotential (-60 mV) urn 
etwa 4 0 mV auf -56 mV gebracht wird. Da die Ausschlittung 
der Neurotransmitter abhangig ist von der Hohe des 
Aktionspotentials, wird dadurch ein niedrigerer Impuls auf 
die nachste Zelle (Muskel- Oder Nervenzelle) iibertragen. 
Im Falle der Schmerzgenerierung bedeutet dies, daB der 
Schmerz nachlaBt und bei entsprechend erniedrigtem 
Aktionspotential ganzlich verschwindet . (Ob dem auf 
physiologische Liposomen ansprechenden tonischen Schmerz 
bereits ein vom Normalzustand abweichendes Membranpoten- 
tial der beteiligten Nerven zugrundeliegt und dieses durch 
Einwirkung der Liposomen erst wieder normalisiert wird, 
laBt sich zur Zeit nicht belegen.) Falls die Mediatorf rei- 
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setzung bei Immunzellen (z. B. Mastzellen) auch vom 
Membranpotential abhangt und die Granulaf reisetzung dieser 
Zellen der Vesikelf reisetzung an den Synapsen ahnelt, so 
konnte o. g. Erklarung auch fiir einige der antiallergi- 
schen und antiphlogistischen Eigenschaf ten physiologischer 
Liposomen zutref f en. 

lc. Durch die nach Fusion eingebrachten Cholatmolekule wird 
die Zellmembran aufgrund herabges tzter Oberflachen- 
spannung "f liissiger" . Auf ihr raumliches Arrangement ange- 
wiesene Zelloberf lachenstrukturen, wie beispielsweise die 
"coated pits" oder durch Antigenbindung verursachte 
IgE-Rezeptoraggregate, konnten durch Cholat "gelockert" 
werden. Dadurch wiirde sowohl die Virusbindung als auch die 
Mastzelldegranulation behindert werden. Auch die kompli- 
zierte raumliche Anordnung der Transmembransegmente des 
Na + -Kanals (7) konnte durch die Cholatmolekule so veran- 
dert werden, daft daraus die unter lb beschriebenen Wirkun- 
gen result ieren. Ferner konnte die raumliche Struktur von 
Rezeptoren (z. B. fur Histamin oder Opiate) sowie deren 
Zuordnung zu weiteren Membrankomponenten , wie etwa 
G-Proteine, Adenylatcyclase , Phospholipase C, Protein- 
kinase C und spannungsabhangigen Ionenkanalen, durch 
Cholat so beeinfluBt werden, daB sich daraus veranderte 
Werte entsprechender "second messenger" (z. B. cAMP, DAG, 
IP 3 , Ca 2+ ) ergeben. 

2. Zellulare und extrazellulare Wirkungen physiologischer 
Liposomen 

Die in der Liposomenmembran vorhandenen einfach und mehr- 
fach ungesattigten Fettsauren sowie weitere zusatzlich 
verkapselte Antioxidantien und Reduktionsmittel helfen 
durch oxidative Prozesse bereits eingetretene Schaden zu 
reparieren und die Schaden durch neugebildete Radikale 



WO 94/01089 



52 



PCT/EP93/01545 



einzudammen. 

Wie in den Abschnitten I - V beschrieben, zeigt der Zusatz 
von Vitamin C in vielen Fallen einen verstarkenden Ef fekt 
physiologischer Liposomen, obwohl eine reduzierende Wir- 
kung nicht augenfallig erkennbar ist. Dies konnte neben 
anderen Einfliissen (siehe 10) auch auf folgende zusatz- 
liche Eigenschaft von Vitamin C zurlickzuf iihren sein: Ein 
nicht unwesentlicher Teil des Vitamin C findet sich inner- 
halb der liposomalen Lipiddoppelschicht . Hier kann die 
Ascorbinsaure Einflu6 auf die Oberf lachenspannung und 
damit auch auf die Permeabilitat der Membran nehmen. So 
konnte Vitamin C nicht nur durch Reduktion, sondern auch 
synergistisch zu den Tensiden der Liposomenmembran wirken 
(wie bei la und lb) . Dieser die Permeabilitat beein- 
flussende Effekt konnte auch von anderen Substanzen, wie 
beispielsweise bestimmten Peptiden, hervorgeruf en werden. 

3. Extrazellulare Wirkungen physiologischer Liposomen 

Physiologische Liposomen einer bestimmten Konzentration 
zwingen Viren, mit ihnen zu interagieren , was zur viralen 
Inaktivierung fiihrt. Die in den Liposomen vorhandenen 
Tenside diirften dabei maftgeblich zur Inaktivierung der 
Viren beitragen. 

Die folgenden Beispiele und die Figuren erlautern die Erfin- 
dung. 

Fiaurenbeschreibung : 

Figur 1A zeigt die Zeitabhangigkeit der Inhibitionsf ahigkeit 
physiologischer Liposomen auf Herpes simplex Typ I-Viren am 
Beispiel infizierter Verozellen. 

Figur IB ist eine graphische Darstellung der in Fig. 1A ge- 
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zeigten Ergebnisse . 

Figur 2A zeigt die Abhangigkeit der Inhibitionsf ahigkeit 
physiologischer Liposomen von deren Konzentration am Beispiel 
von mit Herpes simplex Typ I-Viren infizierten Verozellen. 

Figur 2B ist eine graphische Darstellung der in Figur 2A ge- 
zeigten Ergebnisse. 

Figur 3 zeigt die Inhibitionsf ahigkeit physiologischer Liposo- 
men in Abhangigkeit von der Konzentration von Herpes simplex 
Typ I-Viren verschiedener Konzentration. 

Figur 4 zeigt den Infekt einer Vorinkubation von Virozellen 
mit physiologischen Liposomen bei einer nachf olgenden Inkuba- 
tion mit Herpes simplex Typ I-Viren. 

Figur 5 ist eine graphische Darstellung der Gr63enverteilung 
der in Beispiel 1 verwendeten Liposomen. 

Figur 6 zeigt einen Vergleich der Ohrschmuckvertraglichkeit 
mit und ohne Liposomenbehandlung . 

Figur 7 zeigt den EinfluB der Konzentration unterschiedlicher 
Liposome auf die Kontraktion von isoliertem Meerschweinchen- 
darm . 

Figur 8 ist eine graphische Darstellung der in Abhangigkeit 
von unterschiedlichen Virusdurchmessern erzielbaren dichtesten 
Packung . 

Figur 8A geht von einem Virusdurchmesser von 12 0 nm aus; eine 
Packung wird bei 10,9 x 10 13 Liposomen/ml erreicht. 

Figur 8B geht von einem Virusdurchmesser von 160 nm aus; eine 
Packung wird bei 6,4 x 10 13 Liposomen/ml erreicht. 

Figur 8C geht von einem Virusdurchmesser von 2 00 nm aus; eine 
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Packung wird bei 4,2 x 10 Liposomen/ml erreicht. 
Beispiel 1 

Virustatischer Effekt physiologischer Liposomen in vitro am 
Beispiel des Herpes simplex Typ 1 Virus 

Experiment 1 

Etwa 420 PFU (plaque forming units) eines frischen Isolats des 
Herpes simplex Typ 1 (1,2 ml) wurden unterschiedlich lange mit 
einer Liposomensuspension (1,2 ml) inkubiert, die nach Ver- 
mischung 7,3 x 10 13 Liposomen pro ml - zum allergroBten Teil 
unilamellare Liposomen - enthielt. Zur Herstellung der Liposo- 
men wurden 3 g Sojalecithin in 3 ml EtOH gelost. 3 g Natrium- 
ascorbat, 0,27 g Kochsalz und 0,4 g Natr iumcholat wurden in 23 
ml bidest. Wasser gelost, Beide Losungen wurden durch Riihren 
gut vermischt und die heterogene Mischung bei 5 x 10 Pa 
sterilf iltriert . Die resultierende Liposomendispersion wurde 
mit 1 N Salzsaure auf pH 6,8 eingestellt und auf die erf order- 
lichen Testkonzentrationen verdiinnt. Das Virus-Liposomen- 
gemisch wurde dann fur 15 Minuten einem konfluenten Monolayer 
von Af f ennierenzellen des Typs Vero zugesetzt und anschlieBend 
durch Medium ersetzt. Die Auswertung der durch lytische Viren 
hervorgeruf enen PFU erfolgte nach 72 Stunden. Die Ergebnisse 
dieses Versuchs sind in den Figuren la und lb dargestellt. Fur 
den Zeitpunkt 0 wurde die Kontrolle aufgetragen, d. h. Viren 
ohne Liposomen den Zellen zugesetzt. Hier wurden 420 PFU nach 
3 Tagen gemessen, was in der Abbildung mit 100 % PFU gleich- 
gesetzt wurde. Wurden die Viren mit den Liposomen zusammen- 
pipettiert und sofort anschlieGend zu den Zellen gegeben, so 
fanden sich nur mehr 47 % der PFU verglichen mit der 
Kontrolle. Dieser Zeitraum der Interaktion der Liposomen mit 
den Viren betragt etwa 1/2 Minute. Nach lO-miniitiger Inkuba- 
tion der Viren mit den Liposomen verblieben nur noch 26 % PFU, 
wahrend nach 3 0 Minuten weniger als 1 % der PFU festgestellt 
werden konnten. Etwa die Halfte der Viren wird unmittelbar 
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nach dem Kontakt mit den Liposomen inaktiviert, wahrend einige 
Viren bis zu 30 Minuten in der Liposomensuspension infektios 
bleiben. Dies konnte auf die heterogene Morphologie der Viren- 
htillen zuriickzuf iihren sein. 



Experiment 2 

Unterschiedliche Liposomenkonzentrationen (je 1,2 ml) wurden 
mit der gleichen Anzahl infektioser Viren (140 PFU in 1,2 ml) 
fur 2 0 Minuten im Brutschrank inkubiert und dann fur 15 Minu- 
ten einem Veromonolayer angeboten. Aus dem prozentualen Anteil 
der PFU, bezogen auf die Kontrolle ohne Liposomenzusatz , er- 
gibt sich die in den Figuren 2a und 2b gezeigte Kinetik. In 
den ersten Verdiinnungsschritten von 7,3 x 10 13 auf 7,3 x 10 12 
Liposomen/ml kommt es zu einem deutlichen Abfall der Inhibie- 
rungsef f izienz physiologischer Liposomen. Zwischen 3,7 x 10 12 
und 3,7 x 10 11 Liposomen/ml bleibt die Virusinhibierung 
konstant bei etwa 3 0 %. Die rasche Abnahme in der Starke der 
Inhibierung bei den ersten Verdiinnungsstuf en sowie die unver- 
anderte Inhibierungsf ahigkeit bei hoheren Verdiinnungen deuten 
auf zwei verschiedene Wirkungsmechanismen physiologischer 
Liposomen hin. 



Experiment 3 

Ein Gemisch aus je einem Volumen (1,2 ml) Liposomensuspension 
(1,4 x 10 14 Liposomen/ml) und einem Volumen (1,2 ml) einer 
Virusverdtinnungsreihe (10~ 2 , 10~ 3 , 10~ 4 , 10~ 5 ) wurde herge- 
stellt und im Brutschrank bei 3 6 C inkubiert. Danach erfolgte 
das Ausbringen auf Verozellmonolayer : Je 0,5 ml des Gemisches 
pro Platte wurden fur 15 Minuten im Brutschrank adsorbiert, 
anschlieBend das Inokulum abgesaugt, einmal mit PBS gewaschen 
und sodann mit 4 ml Topagar uberschichtet . Als Kontrolle 
diente ein Gemisch von Virus plus PBS. Nach 3 Tagen erfolgte 
die Auswertung (Figur 3). Bei alien Virusverdunnungsreihen 
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zeigt sich ein deutlicher virustatischer Effekt. In der 
Verdiinnungsstuf e 10~ 4 betragt der Unterschied zwischen 
Liposomen-behandelten Viren (3 PFU) und der Kontrolle (17 0 
PFU) mehr als Faktor 50, 

Ex periment 4 

Konfluente Verozellenmonolayer wurden nach Absaugen des 
Kulturmediums iriit PBS gewaschen und mit einer Suspension von 

13 

7,3 x 10 Lxposomen/ml fiir 15 Minuten lm Brutschrank bei 36 C 
inkubiert. Danach wurde die Liposomensuspension abgesaugt und 
die Zellen mit PBS gewaschen. Auf den so vorbehandelten Vero- 
zellen wurden Herpesviren in der vorher beschr iebenen Weise 
Plaque-titriert . Als Kontrolle dienten Verozellen, die nicht 
mit Liposomen vorbehandelt wurden. Das Ergebnis dieses Ver- 
suches ist in Figur 4 dargestellt. Auf dem vorbehandelten 
Verozellmonolayer fanden sich nach 3 Tagen weniger als ein 
Drittel der Virusplaques verglichen mit der Kontrolle. Daraus 
laBt sich schlieBen, daB die Interaktion der Liposomen mit der 
Zellmembran zu einer gewissen "Immunitat" gegeniiber dem Ein- 
dringen der Herpesviren fiihrt. 

Auswertung des Beispiels 1: 

Die aus den Experimenten 1-4 erhaltenen Daten weisen auf 
zwei verschiedene Inhibierungsmechanismen physiologischer 
Liposomen hin: Zum einen erfolgt eine Interaktion - vermutlich 
in Form einer Fusion - der Liposomen mit den Zellen derart, 
daB ein anschlieBender Viruskontakt nur noch in einem Drittel 
der Falle zu einer erf olgreichen Infektion fiihrt (unter den 
hier getesteten Bedingungen) . Dieser Mechanismus ist wenig ab- 
hangig von der Liposomenkonzentration . Zum anderen erfolgt ein 
virustatischer Effekt durch Wechselwirkung der Liposomen 
direkt mit den Viren, der stark abhangig ist von der 
Konzentration der Liposomen. 
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Ausgehend von der nahezu vollstandigen Inhibition der Herpes- 
viren bei einer Liposomenkonzentration von 7,3 x 10 13 /ml 
(Experiment 1) und der raschen Inhibierungsabnahme bei gering- 
fiigig niedrigeren Liposomenkonzentrationen (Experiment 2) 
ergibt sich ein Zusammenhang aus der Packungsdichte der 
Liposomen und der GroBe der Herpesviren (Durchmesser zwischen 
120 und 200 nm) , der im Folgenden modellhaft dargestellt ist: 

Eine vollige Inf ektionsinhibierung ergibt sich durch physiolo- 

gische Liposomen (r = 45 nm) folgender Konzentration (mit 

Grenzwerten unter Beriicksichtigung bi- und multilamellarer 
Liposomen usw. , Abbildung 5) : 

(Minimalkonzentration: 5,0 x 10 13 /ml) 
mittlere Konzentration: 7,3 x 10 13 /ml 
(Maximalkonzentration: 12,0 x 10 13 /ml) 

Minimalwert fur kleinste Virusgrofte fsiehe Fig. 8A) 

Herpesvirus r = 6 0 nm 

Minimaler Liposomenabstand : 12 0 nm 

Maximaler Liposomenabstand: 27 4 nm 
(raumliche Diagonale zwischen 2 Liposomen) 

Seitenlange Wurfel: 210 nm 

Volumeninhalt Wurfel: 9,2 x 10" 21 m 3 

Packung wird erreicht bei 10,9 x 10 13 Liposomen/ml 



Durchschnittliche Viruscrrofte (siehe Fig. 8B) 

Herpesvirus r = 8 0 nm 
Minimaler Liposomenabstand: 160 nm 
Maximaler Liposomenabstand: 34 3 nm 
Seitenlange Wurfel: 250 nm 
Volumeninhalt Wurfel: 1,6 x 10*" 20 m 3 
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Packung wird erreicht bei 6,4 x 10 Liposomen/ml 

Maximalwert fur qroflte ViruscrroBe fsiehe Fig, 8C) 

Herpesvirus r = 100 nm 
Minimaler Liposomenabstand: 2 00 nm 
Maximaler Liposomenabstand: 412 nm 
Seitenlange Wiirfel: 290 nm 

— 2 0 3 

Volumenxnhalt. Wiirfel: 2,4 x 10 m 

1 3 

Packung wird erreicht bei 4,2 x 10 Liposomen/ml 

Nach den hier vorliegenden Ergebnissen diirfte die effektivste 
Liposomenkonzentration - je nach Inkubationsdauer und Virus- 
konzentration - bei etwa 7 x 10 Liposomen/ml liegen. Das 
Modell beriicksichtigt bei den Abstandsberechnungen nicht die 
Wechselwirkungen in der unmittelbaren Umgebung der Liposomen 
und Viren (Hydrathiillen , Ionenanlagerung usw.) , die moglicher- 
weise zu einer Abstandsvergroiierung und damit zu niedrigerer 
effektiver Liposomenkonzentration fiihren. Da ferner die Krafte 
unbekannt . sind, die eine Interaktion (Fusion) von Liposomen 
und Herpesviren iiberhaupt erst ermoglichen, sind iiber das 
Modell noch keine genaueren Aussagen machbar. Falls fusogene 
Proteine bei der Wechselwirkung von Liposomen und Herpesviren 
keine katalytische Rolle spielen, so kann davon ausgegangen 
werden, daB sich beide Partikel unter Verdrangung der Wasser- 
molekiile bis auf etwa 1,5 nm annahern miissen, urn eine Fusion 
zu ermoglichen. Es handelt sich dabei urn einen energetisch 
hochst ungiinstigen ProzeB (12) . Dieser diirfte nur bei einer 
Liposomendichte stattfinden, wie sie hier vorliegt. Auffallig 
ist die gute Ubereinstimmung zwischen dem theoretischen Durch- 

1 3 

schnittswert von 6,4 x 10 Liposomen/ml und der nachgewiese- 
nen nahezu 100 % effektiven Liposomenkonzentration von 7,3 x 

13 

10 /ml sowie die Ubereinstimmung der durch das Modell vorher- 
zusagenden raschen Abnahme der Virusinhibierung bei auch 
geringfiigig niedrigeren Liposomenkonzentrationen mit den ge- 
messenen Werten. Bei der topischen Therapie von 
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Herpes-Patienten haben sich Liposomenkonzentrationen um 7 x 
13 

10 /ml als effektiv herausgestellt . Ein zumindest teilweiser 
Schutz der Zellen kann auch noch mit niedrigeren Liposomen- 
konzentrationen erzielt werden, wie im Experiment 2 gezeigt. 

Beisr>iel 2 

Antiallergische Wirkung physiologischer Liposomen am Beispiel 
der Ohrschmuckunvertraglichkeit 

Sieben Patientinnen mit Unvertraglichkeit gegeniiber Ohrschmuck 
aus Silber oder unedlen Metallen wurden mit physiologischen 
Liposomen versorgt. Die Applikation auf das Ohrlappchen er- 
folgte einmalig oder wiederholt bei Auftreten erneuter 
Unvertraglichkeitsreaktionen. Die Patientinnen wurden befragt, 
nach welchem Zeitpunkt normalerweise, d. h. ohne liposomale 
Behandlung, die ersten Symptome einer 

Unvertraglichkeitsreaktion auftraten. Wie aus Abbildung 6 er- 
sichtlich ist, besteht eine breite Varianz in der Reaktion 
gegeniiber unvertraglichem Ohrschmuck, Auch sprechen die 
einzelnen Patienten unterschiedlich stark auf physiologische 
Liposomen an. Im optimalen Fall tritt nach einmaliger Appli- 
kation fur mehrere Wochen Beschwerdef reiheit trotz Tragens von 
sonst unvertraglichem Schmuck ein. Aus zahlenmaBig groBeren 
Studien laBt sich ableiten, da£ etwa 10 % der Patienten nicht, 
2 0 % nur bedingt und 70 % gut bis sehr gut auf die Behandlung 
ansprechen . 

Vergleichsversuche mit Tween®2 0-haltigen Liposomen ergaben 
keinerlei Linderung der Symptome. 
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Beispiel 3 

Nachweis von Membranpotentialveranderungen am isolierten Darm 
des Meerschweinchens, verursacht durch Liposomen 

In einem Organbad wurde ein Stuck Ileum des Meerschweinchens 
elektrisch zu Kontraktionen stimuliert, die Starke der 
Kontraktionen auf gezeichnet und ausgemessen. Dem Organbad (25 
ml Puf f erlosung) wurden verschiedene Konzentrationen 
Cholat-haltiger und Tensid-f reier Liposomen (je 0,3 ml) zuge- 
setzt. Die Cholat-haltigen Liposomen wurden hergestellt, wie 
in Experiment 1 des Beispieles 1 beschrieben, wahrend die 
Tensid-f reien Liposomen durch Beschallung einer 

Lipid-haltigen, Tensid-f reien , wassrigen Losung erzeugt 
wurden. Wie aus Abbildung 7 ersichtlich, besteht ein gravie- 
render Unterschied in der Wirkung Cholat-haltiger und 
Tensid-f reier Liposomen. Cholat enthaltende Liposomen (physio- 
logische Liposomen) fuhren konzentrationsabhangig zu einer 
Dampfung der elektrisch stimulierten Darmkontraktionen, 
wahrend die Tensid-f reien Liposomen eine erhebliche Verstar- 
kung der Kontraktion bewirken. 

Beispiel 4 

Physiologische Liposomen zur Behandlung der Dry-Eye 
Symptomatik 

Zwanzig Patienten mit Dry-Eye Symptomatik wurden uber einen 
Zeitraum von 4 Monaten mit physiologischen Liposomen versorgt. 
Danach erschienen 12 Patienten zur Nachuntersuchung . Die 
subjektive Beurteilung von Seiten der Patienten ergab: 

wesentliche Besserung: in 3 Fallen 
wahrnehmbare Besserung: in 5 Fallen 
keine Besserung: in 4 Fallen 
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Bei der objektiven Nachuntersuchung dieser 12 Patienten wurde 
f estgestellt , da/3 das Spaltlampenbild der Bindehaute in 9 
Fallen ruhiger war als vor der Anwendung physiologischer 
Liposomen. In den 8 Fallen von Patienten, die nicht zur Nach- 
untersuchung kamen, kann fur das Nichterscheinen Beschwerde- 
freiheit oder therapeutische Resignation angenommen werden. 

Beispiel 5 

Herstellung der erf indungsgemafcen Liposomen 

5 g reines Sojalecithin werden in 5 ml Ethanol gelost. 0,9 g 
Natriumcholat werden in 85 ml 0,9 %iger Kochsalzlosung gelost. 
Beide Losungen werden bei Raumtemperatur mit 5 x 10 6 Pa durch 
einen Filter mit PorengroBe 0,22 (xm filtriert. Die so erhalte- 
ne liposomale Losung enthalt Liposomen mit einem mittleren 
Durchmesser von 13 0 nm. Die nach der einmaligen Filtration er- 
haltene Liposomenlosung kann gegebenenf alls noch auf den ge- 
wiinschten pH-Wert eingestellt werden. 
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Patentanspriiche 

1. Liposomen, erhaltlich durch 

a) Mischen von Doppelschicht-bildenden Lipiden, die mindestens 
einen Anteil von ungesattigten Fettsaureketten enthalten, 
mit einer waBrigen Losung von Gallensaure und/oder 
mindestens einem ihrer Derivate, wobei die Lipide vor dem 
Mischen entweder als solche vorliegen Oder in einem mit 
Wasser mischbaren Losungsmittel gelost sind, und 

b) Zufiihren mechanischer Energie. 

2. Liposomen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Lipide und/oder die Gallensaure und/oder deren Derivate 
physiologisch vertragliche Verbindungen sind, bevorzugt natur- 
lich auftretende Verbindungen* 

3. Liposomen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet , 

da£ die Lipide aus der Phospholipide , Sphingolipide und Glyko- 
lipide umfassenden Gruppe ausgewahlt sind. 

4 . Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 3 , dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ das mit Wasser mischbare Losungsmittel minde- 
stens ein Alkohol mit 1 bis 6 Kohlenstof f atomen , bevorzugt 
Ethanol, ist. 

5. Liposomen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da£ die 

Lipide in der Mischung in einer Konzentration von 0,625 mMol/1 
bis 187,5 mMol/1, bevorzugt 37,5 bis 150 mMol/1 und besonders 
bevorzugt 62,5 bis 125,0 mMol/1, vorliegen, 

6. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 der Anteil der ungesattigten Fettsaureketten 
mindestens 4 Gew.-%, bevorzugt 40 bis 80 Gew.-%, bezogen auf 
den Gesamtlipidgehalt , betragt. 
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7. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ das molare Verhaltnis von Lipid zu Gallensaure 
und/oder deren Derivaten (L: G) 2 bis 20, bevorzugt 2,7 bis 
6,7, besonders bevorzugt 3,1 bis 5,5, betragt. 

8 . Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 7 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daft die Gallensaurederivate aus der Natriumcholat , 
Natriumdesoxycholat , Natr iumglykocholat , Natriumtaurocholat , 
Natriumtaurodesoxycholat , Natriumursocholat und Natriumchen- 
oxycholat umfassenden Gruppe ausgewahlt sind. 

9. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ sie weiter einen oder mehrere physiologisch ver- 
tragliche Zusatze aus der Provitamine, Vitamine, Mineral- 
stoffe, Ole, Antibiotika, Kohlenhydrate , Proteine, Peptide, 
Aminosauren und Reduktionsmittel umfassenden Gruppe enthalten. 

10. Liposomen nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , da£ sie 

mindestens ein Provitamin und/oder Vitamin oder Derivat davon, 
bevorzugt aus der die Vitamine A, B, C, D und E umfassenden 
Gruppe , enthalten . 

11. Liposomen nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, 
da£ sie mindestens einen Mineralstof f , umfassend mindestens 
eines der Elemente Li, Na, K, Mg, Ca, Fe, enthalten, wobei 
diese Elemente bevorzugt in der Salzform als Fluorid, Chlorid, 
Sulfit, Sulfat oder Phosphat vorliegen. 

12. Liposomen nach einem der Anspriiche 9 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, da£ sie mindestens ein 6l, bevorzugt minde- 
stens ein pharmazeutisches 6l pflanzlichen oder tierischen Ur- 
sprungs, besonders bevorzugt mindestens ein 6l aus der 
Jojoba-, Borretsch-, Nachtkerzen- , Kamillen-, Teebaum- oder 
Fischol umfassenden Gruppe, enthalten. 

13. Liposomen nach einem der Anspriiche 9 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daft sie eine oder mehrere Aminosauren aus der 
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Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin , Threonin, 
Tryptophan, Valin, Arginin, Histidin, Cystein und Tyrosin um- 
fassenden Gruppe enthalten. 

14. Liposomen nach einem der Anspriiche 9 bis 13 , dadurch 
gekennzeichnet , daB sie mindestens ein Antioxidans, bevorzugt 
ein physiologisch vertragliches Antioxidans, enthalten. 

15. Liposomen nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB 

das Antioxidans aus der BHA, BHT, Octylgallat, Dodecylgallat , 
Sulfite, Milch-, Zitronen- und Weinsaure und deren Salze, 
a-Tocopherol , Bilirubin, Vitamin C, Vitamin E, Harnsaure und 
deren Salze und/oder Derivate davon umfassenden Gruppe ausge- 
wahlt ist. 

16. Liposomen nach einem der Anspriiche 9 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie weiterhin einen Oder mehrere libliche 
Hilfs- und/oder Zusatzstof f e, vorzugsweise Gelbildner, Puffer- 
substanzen, Membranstabilisatoren und/oder Konservierungs- 
mittel, enthalten. 

17. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, daB die mechanische Energie zur Herstellung 
der Liposomen durch einmaliges Filtrieren bei geringem Uber- 
druck, bevorzugt 10 Pa bis 6 x 10 Pa, mit einem Filter einer 
PorengroBe von 0,1 bis 0,8 /Ltm, bevorzugt 0,15 bis 0,3 jxra, be- 
sonders bevorzugt 0,15 bis 0,2 2 /xm, Oder durch Riihren, 
Schiitteln Oder Homogenisieren zugefiihrt worden ist. 

18. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 17 zur Verwendung 
als Arzneimittel . 

19. Verfahren zum Herstellen von Liposomen, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Doppelschicht-bildende Lipide, die mindestens 
einen Anteil von ungesattigten Fettsaureketten enthalten, mit 
einer waBrigen Losung von Gallensaure und/oder mindestens 
einem ihrer Derivate gemischt werden, wobei die Lipide vor dem 
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Mischen entweder als solche vorliegen Oder in einem mit Wasser 
mischbaren Losungsmittel gelost sind, und der Mischung an- 
schlieBend mechanische Energie zugefiihrt wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet , da£ 

die mechanische Energie durch Sctuitteln, Riihren, Homogenisie- 
ren oder einmaliges Filtrieren zugeflihrt wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, da£ 

5 

die Filtration bei einem germgen Uberdruck, insbesondere 10 
5 

Pa bis 6 x 10 Pa, erfolgt, und daft die PorengroBe des Filters 
0,1 der bis 0,8 jxm, bevorzugt 0,15 bis 0,3 pm, besonders be- 
vorzugt 0,15 bis 0,2 2 /*m, betragt. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 21, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Mischung bei 0 bis 95°C, bevorzugt bei 
18 bis 70°C hergestellt wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, da£ 

die Mischung bei 18 bis 38°C hergestellt wird. 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 23, dadurch 
gekennzeichnet, daB es bei pH 4,0 bis 10,0, bevorzugt 5,5 bis 
7,5, durchgefiihrt wird. 

25. Verwendung von Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 17 
zur Herstellung eines Arzneimittels . 

26. Verwendung nach Anspruch 25 zur Herstellung eines Arznei- 
mittels mit antiviraler Wirkung zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von Virusinf ektionen bei Mensch, Tier oder Pflanze. 

27. Verwendung nach Anspruch 26 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von Erkrankungen, die von Viren mit Lipidhiille, insbeson- 
dere Viren aus der die Familien Herpesviridae , Orthomyxo- 
viridae, Retroviridae und Hepadnaviridae umfassenden Gruppe 
hervorgeruf en werden. 
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28. Verwendung nach Anspruch 2 6 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von Erkrankungen, die von Viren ohne Lipidhulle, insbeson- 
dere Viren aus der die Familien Adenoviridae, Papovaviridae 
und Picornaviridae umf assenden Gruppe, hervorgeruf en werden. 

29. Verwendung nach Anspruch 25 zur Therapie von durch Myko- 
plasmataceae, Chlamydiaceae und Rickettsiaceae hervorgeruf enen 
Erkrankungen . 

30. Verwendung nach Anspruch 2 5 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie allergischer Erkrankungen, insbesondere der Haut und der 
Schleimhaut . 

31. Verwendung nach Anspruch 3 0 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von Kontakt-, Nahrungsmittel- und Arzneimittelallergien . 

32. Verwendung nach Anspruch 3 0 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von Allergien des atopischen Formenkreises , insbesondere 
der Neurodermitis. 

33. Verwendung nach Anspruch 32 zur Therapie der Neurodermi- 
tis, wobei dem Arzneimittel weiterhin ein Lokalanasthetikum in 
fur Hautschutzmittel zulassigen Konzentrationen zugefugt wird, 
bevorzugt Lidocain Oder Tetracain. 

34. Verwendung nach Anspruch 25 zur Herstellung eines Haut- 
schutzmittels , das zur Verwendung im gewerblichen Hautschutz 
geeignet ist. 

35. Verwendung nach Anspruch 25 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie der trockenen Haut, wobei gegebenenf alls Harnstoff zuge- 
setzt wird. 

36. Verwendung nach Anspruch 2 5 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von Schmerzen. 
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37. Verwendung nach Anspruch 3 6 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie des tonischen Schmerzes. 

38. Verwendung nach Anspruch 36 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von schmerzhaften Muskelverspannungen, Operationsnarben 
und Phantoms chmer z . 

39. Verwendung nach Anspruch 25 zur Therapie des Weichteil- 
rheumatismus . 

40. Verwendung nach Anspruch 25 zur Behandlung von Zahnhals- 
empf indlichkeit . 

41. Verwendung nach Anspruch 25 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie allergisch und/oder viral bedingter Entzundungen des 
Auges . 

42. Verwendung nach Anspruch 25 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie der Symptomatik des trockenen Auges. 

43. Verwendung nach Anspruch 25 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie entziindlicher Erkrankungen . 

44. Verwendung nach Anspruch 25 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von Schadigungen, die durch naturliches oder synthetisches 
UV-Licht, durch Strahlung aus radioaktivem Zerfall, Rontgen- 
strahlung oder Hitze verursacht werden. 

45. Verwendung nach Anspruch 25 zur Therapie der rheumatoiden 
Arthritis. 

46. Verwendung nach Anspruch 2 5 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie altersbedingter Beschwerden. 

47. Verwendung nach Anspruch 25 als Radikalf anger und/oder zur 
Soforthilfe bei verschiedenen Schockzustanden . 
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48. Verwendung nach Anspruch 2 5 zur Behandlung von Erkrankun- 
gen, die ganz Oder teilweise durch vom Normal zustand ab- 
weichende Membranpotentiale der betroffenen Zellen verursacht 
werden. 

49. Verwendung nach Anspruch 25 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von Erkrankungen , die ganz oder teilweise durch einen vom 
Normalzustand abweichenden Fliissigkeitsverlust der betroffenen 
Zellen verursacht werden. 

50. Verwendung nach Anspruch 2 5 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von Erkrankungen , die ganz oder teilweise durch eine im 
Verhaltnis zum Normalzustand erhohte Oberf lachenspannung der 
betreffenden Zellmembranen verursacht werden. 

51. Verwendung nach Anspruch 2 5 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von Erkrankungen, die durch Schadigungen aufgrund oxidati- 
ver Prozesse an zellularen und/oder extrazellularen Strukturen 
hervorgeruf en werden. 

52. Verwendung nach Anspruch 25 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von Erkrankungen, die ganz oder teilweise durch vom 
Normalzustand abweichende intrazellulare Konzentrationen eines 
oder mehrerer second messenger verursacht werden. 

53. Arzneimittel , enthaltend Liposomen nach einem der An- 
spriiche 1 bis 17. 
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Pu . GEANDERTE ANSPROCHE 

Ebeim Internationalen Bfiro am 22. Oktober 1993 (22.10.93) eingegangen; 
ursprungliche Anspruche 1-53 durch geanderte Anspruche 1-41 

Srsetzt (6 Seiten)]; 

1. Liposomen ohne darin enthaltenen Wirkstoff zur Verwendung 
als Arzneimittel, erhaltlich durch 

a) Mischen von Doppelschicht-bildenden Lipiden, die mindestens 
einen Anteil von ungesattigten Fettsaureketten enthalten, 
mit einer waBrigen Losung von Gallensaure und/oder minde- 
stens einem ihrer Derivate, wobei die Lipide vor dem Mi- 
schen entweder als solche vorliegen Oder in einem mit Was- 
ser mischbaren Losungsmittel gelost sind, und 

b) Zufuhren mechanischer Energie. 

2. Liposomen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB die 
Lipide und/oder die Gallensaure und/oder deren Derivate phy- 
siologisch vertragliche Verbindungen sind, bevorzugt nattirlich 
auftretende Verbindungen. 

3. Liposomen nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Lipide aus der Phospholipide, Sphingolipide und Glyko- 
lipide umfassenden Gruppe ausgewahlt sind. 

4. Liposomen nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das mit Wasser mischbare Losungsmittel minde- 
stens ein Alkohol mit 1 bis 6 Kohlenstof f atomen, bevorzugt 
Ethanol, ist. 

5. Liposomen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Lipide in der Mischung in einer Konzentration von 0,62 5 mMol/1 
bis 187,5 mMol/1, bevorzugt 37,5 bis 150 mMol/1 und besonders 
bevorzugt 62,5 bis 125,0 mMol/1, vorliegen. 

6. Liposomen nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Anteil der ungesattigten Fettsaureketten 
mindestens 4 Gew.-%, bevorzugt 4 0 bis 80 Gew.-%, bezogen auf 
den Gesamtlipidgehalt, betragt. 
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7. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das molare Verhaltnis von Lipid zu Gallensaure 
und/oder deren Derivaten (L:G) 2 bis 20, bevorzugt 2,7 bis 
6,7 , besonders bevorzugt 3,1 bis 5,5, betragt. 

8. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Gallensaurederivate aus der Natriumcholat , 
Natr iumdesoxycholat , Natr iumglykocholat , Natr iumtaurocholat , 
Natriumtaurodesoxycholat , Natriumursocholat und Natriumchen- 
oxycholat umfassenden Gruppe ausgewahlt sind. 

9 . Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 8 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie mindestens ein Antioxidans, bevorzugt ein 
physiologisch vertragliches Antioxidans, enthalten. 

10. Liposomen nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , daB das 
Antioxidans aus der BHA, BHT, Octylgallat, Dodecylgallat , Sul- 
fite, Milch-, Zitronen- und Weinsaure und deren Salze, or-Toco- 
pherol, Bilirubin, Vitamin C, Vitamin E, Harnsaure und deren 
Salze und/oder Derivate davon umfassenden Gruppe ausgewahlt 
sind. 

11. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sie weiterhin einen oder mehrere iibliche 
Hilfs- und/oder Zusatzstof f e, vorzugsweise Gelbildner, Puf- 
f ersubstanzen , Membranstabi 1 isatoren und Konservierungsmit- 
tel, enthalten. 

12. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die mechanische Energie zur Herstellung der 
Liposomen durch einmaliges Filtrieren bei geringem Uberdruck, 

5 5 

bevorzugt 10 Pa bis 6 x 10 Pa, mit einem Filter einer Poren- 
groBe von 0,1 bis 0,8 /xm, bevorzugt 0,15 bis 0,3 jum, besonders 
bevorzugt 0,15 bis 0,22 /xm oder durch Riihren, Schtitteln oder 
Homogenisieren zugefiihrt worden ist. 
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13. Liposomen nach einem der Anspruche 1 bis 12 zur Prophylaxe 
und/oder Therapie von Virusinf ektionen bei Mensch, Tier Oder 
Pf lanze. 

14. Liposomen nach Anspruch 13 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von Erkrankungen, die von Viren mit Lipidhiille, insbeson- 
dere Viren aus der die Familien Herpesviridae, Orthomyxoviri- 
dae, Retrovir idae und Hepadnaviridae umfassenden Gruppe her- 
vorgerufen werden. 

15. Liposomen nach Anspruch 13 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von Erkrankungen, die von Viren ohne Lipidhiille, insbeson- 
dere Viren aus der die Familien Adenoviridae , Papovaviridae 
und Picornaviridae umfassenden Gruppe, hervorgeruf en werden. 

16. Liposomen nach einem der Ansprliche 1 bis 12 zur Therapie 
von durch Mykoplasmataceae, Chlamydiaceae und Rickettsiaceae 
hervorgeruf enen Erkrankungen . 

17. Liposomen nach einem der Anspruche 1 bis 12 zur Prophylaxe 
und/oder Therapie allergischer Erkrankungen, insbesondere der 
Haut und der Schleimhaut. 

18. Liposomen nach Anspruch 17 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von Kontakt-, Nahrungsmittel- und Arzneimittelallergien . 

19. Liposomen nach Anspruch 17 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von Allergien des atopischen Formenkreises , insbesondere 
bei Neurodermitis . 

20. Liposomen nach einem der Anspruche 1 bis 12 zur Prophylaxe 
und/oder Therapie der trockenen Haut, wobei gegebenenf alls 
Harnstoff zugesetzt wird. 

21. Liposomen nach einem der Ansprliche 1 bis 12 zur Prophylaxe 
und/oder Therapie von Schmerzen. 
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22. Liposomen nach Anspruch 21 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie des tonischen Schmerzes. 

23. Liposomen nach Anspruch 21 zur Prophylaxe und/oder Thera- 
pie von schmerzhaf ten Muskelverspannungen, Operationsnarben 
und Phantomschmerz . 

24. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Therapie 
des Weichteilrheumatismus . 

25. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Behandlung 
von Zahnhalsempf indlichkeit . 

26. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Prophylaxe 
und/oder Therapie allergisch und/oder viral bedingter Entziin- 
dungen des Auges. 

27. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Prophylaxe 
und/oder Therapie der Symptomatik des trockenen Auges. 

28. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Prophylaxe 
und/oder Therapie entziindlicher Erkrankungen . 

29. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Prophylaxe 
und/oder Therapie von Schadigungen , die durch natiirliches oder 
synthetisches UV-Licht, durch Strahlung aus radioaktivem Zer- 
fall, Rontgenstrahlung oder Hitze verursacht werden. 

30. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Therapie 
der rheumatoiden Arthritis. 

31. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Prophylaxe 
und/oder Therapie altersbedingter Beschwerden. 

32. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 12 als Radikal- 
fanger und/oder zur Soforthilfe bei verschiedenen Schockzu- 
standen. 
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33. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Behandlung 
von Erkrankungen, die ganz oder teilweise durch vom Normalzu- 
stand abweichende Membranpotentiale der betroffenen Zellen 
verursacht werden. 

34. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Prophylaxe 
und/oder Therapie von Erkrankungen, die ganz oder teilweise 
durch einen vom Normalzustand abweichenden Fliissigkeitsverlust 
der betroffenen Zellen verursacht werden. 

35. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Prophylaxe 
und/oder Therapie von Erkrankungen, die ganz oder teilweise 
durch eine im Verhaltnis zum Normalzustand erhohte Oberfla- 
chenspannung der betreffenden Zellmembranen verursacht werden. 

36. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Prophylaxe 
und/oder Therapie von Erkrankungen, die durch Schadigungen 
aufgrund oxidativer Prozesse an zellularen und/oder extrazel- 
lularen Strukturen hervorgeruf en werden. 

37. Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Prophylaxe 
und/oder Therapie von Erkrankungen, die ganz oder teilweise 
durch vom Normalzustand abweichende intrazellulare Konzentra- 
tionen eines oder mehrerer second messenger, verursacht wer- 
den. 

38. Verwendung von Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 37 
zur Herstellung eines Arzneimittels . 

39. Verwendung nach Anspruch 38 zur Therapie der Neurodermi- 
tis, wobei dem Arzneimittel weiterhin ein Lokalanasthetikum in 
fur Hautschutzmittel zulassigen Konzentrationen zugefiigt wird, 
bevorzugt Lidocain oder Tetracain. 

40. Verwendung nach Anspruch 3 8 zur Herstellung eines Haut- 
schutzmittels zur Verwendung im gewerblichen Hautschutz . 
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41. Arzneimittel , enthaltend Liposomen nach einem der Ansprii- 
che 1 bis 37. 
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Fig. 1A: Zeitabhangigkeit der Inhibitionsfahigkeit physiologischer 
Liposomen auf Herpes simplex Typ 1-Viren 
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Fig. ib: Zeitabhangigkeit der Inhibitionsfahigkeit physio- 
logischer Liposomen auf Herpes simplex Typ 1 - Viren 
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Fig. 2A: Abhangigkeit der Inhibitionsfahigkeit physiologischer 
Liposomen von deren Konzentration 
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Fig. 2B: Abhangigkeit der Inhibitionsfahigkeit physio- 
logischer Liposomen von deren Konzentration 
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Fig. 3: Inhibitionsfahigkeit physiologischer Liposomen in 
Abhangigkeit von der Viruskonzentration 
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Fig. 4: Virusinhibierung durch Vorinkubation der Verozellen 
mit physiologischen Liposomen 
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Fig. 5: Grofienvertei lung der in Beispiel 1 verwendeten Liposomen 
(durchschni ttl ich 90 nm Durchmesser) 



20*« 




Partikel-Durchmesser 

Dif f erentielles Gewicht (Size Distribution Prozessor) 



WO 94/01089 PCT/EP93/01545 

8/10 



Fig. 6: Vergieich der Ohrschmuckvertraglichkeit 
mit und ohne Liposomenbehandlung 
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"g- 7: EinfluB der Konzentrationen unterschiedlicher Lipo- 
somen auf Kontraktion des isolierten Meerschweinchendarms 
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Fig. 8A: 
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Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 

1 6. oi m 


Internationale Recfaerchenbefaorde 

EUROPAISCHES PATENTAMT 


Unterscbrift des bevollmachtigten Bediensteten 

BENZ K.F. 



FoiablMt PCT/ISA/210 (BUtt 2) ( Jaaur I9t5) 



Spittere Veroffentiichung, die nach dem intemationalen An- 
meldedatum oder dem Priohtltsdatum veroffentlicht word en 
ist und mit der Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum 
Verstandnis des der Erflndung zugrundeiiegenden Prinzips 
oder der ihr zugrundeliegenden Theorie angegeben ist 
*X* Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beans p rue h- 
te Erfindung kann nicfat als neu oder auf erflnderischer Ttttig- 
kdt beruhend betrachtet werden 

"Y* Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruch- 
te Erflndung kann nicht als auf erflnderischer Tatigkeit be- 
ruhend betrachtet werden, wenn die Veroffentiichung mit 
einer oder menreren anderen Veroffentlichungen dieser Kate- 
gorie in Verbindung gebracht wird und diese Verbindung fur 
einen Fachmann nahdiegend ist 

"A* Veroffentiichung, die Mitglied derselben PatentfamUie ist 



Internationales Aktenzeichen 



PCT/EP 93/01545 



m. EINSCHLAGIGE VEROFFENTLICHUNGEN (Fortsetzung von Blatt 2) 



Art* 



Kennzeichnung der Veroffentiichung, sowdt erfbrdeiiicfa unter Angabe der mafigeblichen Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



EP,A,0 475 160 (CEVC) 
18. Marz 1992 

siehe Seite 4, Zeile 46 - Seite 5, Zeile 
26 

siehe Seite 9, Zeile 38 - Seite 10, Zeile 
5 

siehe Seite 14, Zeile 19 - Seite 32, Zeile 
38 

siehe Seite 36, Zeile 1 - Zeile 10 



1-53 
25-52 



siehe Seite 


38 - 


Seite 40; 


Beispiele 


62-107 








siehe Seite 


42 - 


Seite 43; 


Beispiele 


137-145 








siehe Seite 


44 - 


Seite 47; 


Beispiele 


151-175 








siehe Seite 


49 - 


Seite 52; 


Beispiele 


236-237 








siehe Seite 


53 - 


Seite 54; 


Bei spiel 243 



siehe Anspruche 1-30 

DE,A,4 017 979 (LUCAS MEYER GMBH & CO) 

12. Dezember 1991 

siehe das ganze Dokument 

US, A, 4 666 893 (TSUCHIYA) 
19. Mai 1987 

siehe das ganze Dokument 

US, A, 4 999 344 (JETT-TILTON ET AL.) 
12. Marz 1991 

siehe Spalte 1, Zeile 15 - Zeile 19 
siehe Spalte 11 - Spalte 12; Bei spiel 4 



25-52 



25-52 



1-53 



FonttMt PCT/ISA/2lO<Zai*zfaocea) (Janar 19t5) 



anhang zum internationalen recherchenbericht 
User die Internationale patentanmeldung nr. 



EP 9301545 
SA 75497 



In diesem Anhang sind die Mitgtieder der Paten tfamilien der im i 
Patentdokumente angegeben. 
Die Angaben uber die Familienmitgtieder en tsp recti en dem Stand der Datei des Europaischen Patent amts am 

Diese Angaben dienen nur zur Unterrichtung und erf ol gen ohne Gewahr. 08/09/93 



Im 

angefuhrtes Patentdokument 



Veroffendicfaung 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



Veroffentlicfaung 



EP-A-0475160 


18-03-92 


DE-A- 
DE-A- 
CA-A- 
W0-A- 
JP-T- 


4107152 
4107153 
2067754 
9203122 
5502042 


10-09-92 
10-09-92 
25-02-92 
05-03-92 
15-04-93 


DE-A-40 17979 


12-12-91 


Keine 






US-A-4666893 


19-05-87 


Keine 






US-A-4999344 


12-03-91 


US-A- 


5229376 


20-07-93 
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